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(57) Abstract 

The invention concerns an HPLC-based device 
and method for separating high complex substance mix- 
tures. Plant and microbial extracts are high complex 
substance mixtures. They contain large amounts of ex- 
tremely polar and non-polar materials. In principle, 
said mixtures can be separated by using a chromatic 
method. However, separation with existing chromato- 
graphic devices, for instance HPLC installations, is ex- 
tremely time-consuming. The invention seeks to create 
a HPLC installation that separates fully automatically 
high complex substances in a very short time in such 
a way that said substances are broken down into their 
components in an almost pure state and can then be fed 
into a test system. To this end, said HPLC-based device 
comprises separation column units (A, F), fractionating 
column units (E, G), detector units (7, and 20, 21), pumping units (B, C, D) and fraction collecting units. These units, including all 
separating or fractionating columns, are interconnected and controlled by multiple way valves and by a computer unit that ensures the 
soft ware -control led operational interaction of the device. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bczieht sich auf eine Vorrichtung und ein Verfahren auf HPLC-Basis zur Trennung hochkompJexer Substanzgemische. 
Pflanziichc und mikrobielle Extrakte sind hochkomplexe Substanzgemische. Sie enthaltcn in groBer Zahl sowohl extrem polare als auch 
unpolare Stoffe. Die Auftrennung dieser Gemische ist prinzipieM mit chromatischen Verfahren moglich. Allerdings ist der zeitliche Aufwand 
der Treonung mit den bisher bekannten chromatographischen Vorrichtungen, z.B. HPLC-Anlagen. unvertretbar hoch. Der Erfindung 
liegt die Aufgabe zugrunde eine HPLC-Anlage anzubieten, die vollautomatisch in kurzester Zeit hochkomplexe Substanzgemische soweit 
auftrennt, daB seine Bestandteile nahezu rein vorliegen, die dann einem Testsystem zugefUhrt werden konnen. Die Losimg der Aufgabe 
erfolgt mit einer Vorrichtung auf HPLC-Basis, die Trennsaulencinheiten (A, F), Fraktioniersauleneinheiten (E. G), Detektoreinheiten (7 und 
20, 21), Pumpeinheiten (B, C, D), Fraktionssammlereinheiten umfaBt, wobei diese Einhetten einschlieBlich jeder einzelnen Trenn- bzw. 
Fraktioniersaule iiber Mehr-Wege-Ventile ansteuerbar miteinander verbunden sind, sowie eine Rechnereinhejt fur das softwaregesteuerte 
funktionelle Zusammenwirken der Vorrichtung. 
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Vorrichtung und Verfahren auf HPLOBasis zur Trennung 
hochkomplexer Subs tanzgemi sche 



Beschreibung 



15 Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung und ein 

Verfahren auf HPLOBasis zur Trennung hochkomplexer 
Substanzgemische . 

Mehr als ein Drittel der zur Zeit am Markt befindlichen 
20 Arzneimittel enthalten Wirkstoffe, die die Natur zur 

Verfugung gestellt hat, d.h. sie wurden aus Pflanzen 
oder Mikroorganismen isoliert, oder aber zumindest auf 
dieser Basis modifiziert. 

25 Trotz dieser relativ hohen Anzahl an biologisch aktiven 

Substanzen, die die Natur zur Verfugung hat, hat man 
sich weltweit bisher mehr auf die chemische Synthese 
als auf den sogenannten Naturstof fpool konzentriert . In 
den letzten Jahren wurden jedoch neue Wirkstoffe ent- 

30 deckt, die von der Natur geschaffen wurden, und dadurch 

erlebt die Naturstof fchemie bzw. Naturstof f biotechnolo- 
gie eine Renaissance . 

Gleichzeitig mit der Entdeckung bzw. Herstellung neuer 
35 Wirkstoffe erfolgte eine schnelle Entwicklung auf dem 

Sektor der Testsystemkapazitaten . Wahrend derartige 
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biologische Assays zur Auffindung neuer potentieller 
Wirkstoffe noch vor Jahren einige 100 mg Substanz 
erforderlich waren und damit haufig lediglich nur 
geringe Durchsatze von Tests pro Jahr moglich waren, 
5 stellt sich die Situation gegenwartig grundlegend 

anders dar . Infolge von Testdesigns, die z.B. die 
Hemmung eines spezifischen Enzyms als Mafi fur die 
biologische Aktivitat annehmen, lassen sich 
miniaturisierte Testautotnaten realisieren, mit denen 

10 sich durchaus eine Million Substanzen pro Jahr bei 

gleichzeitig niedrigstem Substanzverbrauch untersuchen 
lassen. Das Vorhandensein dieser enormen 

Testsystemkapazitaten kommt der Naturstof f orschung 
entgegen, denn von den aus Pflanzen oder mikrobiellen 

15 Fermentationen isolierten reinen Naturstoffen stehen 

haufig nur wenige Milligramm zur Verfiigung, solange 
eine besondere biologische Aktivitat noch nicht 
nachgewiesen werden konnte . 

20 Obwohl bereits eine groSe Zahl von Naturstoffen bekannt 

sind, muS man davon ausgehen, daS die Natur noch eine 
viel groSere Anzahl von Substanzen bereithalt, die bis- 
her unbekannt sind, so dafi man an einem Hochdurch- 
satzscreaning von einer grofien Zahl pflanzlicher und 

25 mikrobieller Rohextrakte nicht vorbeikommt . 

Die Priifung natiirlicher Extrakte erfordern allerdings 
eine langwierige Prozedur der Vorreinigung, 
Vortrennung, Zwischen- und Feinreinigung, die immer 
30 wieder unterbrochen werden miissen durch Testung auf 

biologische Aktivitat. Diese Vorgehensweise erfordert 
einen hohen zeitlichen, personellen sowie logistischen 
Auf wand und fuhrt daruberhinaus vielfach zu nicht 
weiter verf olgenswerten chemischen Substanzen. 
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In Anbetracht des Kostendruckes der aus dem 
Gesundheitswesen in die forschenden Einrichtungen 
hineingetragen wird, fuhren derartige Zeitverluste zu 
einer immer starkeren Benachteiligung der auf der 

5 Naturstof forschung basierenden Forschung und 

Entwicklung. Pflanzliche und mikrobielle Extrakte sind 
hochkomplexe Substanzgemische . Sie enthalten in groSer 
Zahl sowohl extrem polare als auch unpolare Stoffe. Die 
Auftrennung dieser Gemische ist prinzipiell mit 

10 chromatischen Verfahren moglich. Allerdings ist der 

zeitliche Aufwand der Trennung mit den bisher bekannten 
chroma tographischen Vorrichtung, z.B. HPLC-Anlagen, 
unvertretbar hoch. 

15 Im BEO-Jahresbericht "94 des Bundesministeriums fur 

Bildung, Wissenschaf t , Forschung und Technologie, 
Seiten 413 und 414, ist eine HPLC-Anlage zur 
Naturstof fisolierung beschrieben, die pflanzliche und 
mikrobielle Extrakte grob- und f einf raktionieren soil. 

20 

Die Anlage weist folgende Nachteile auf: 

- Die Zuschaltung hier genannter Fraktionssammelsaulen 
erfolgt iiber 12 -Wege-Ventile , deren Einsatz bei 
praparativen Anwendungen sehr kostenauf wendig ist. 

25 Die hier erf orderliche Haufigkeit der Schaltungen 

fiihrt zu einem schnelleren Verschleifi von Bauteilen 
und Dichtungen. 

- Ein variabler Einsatz entsprechend der zu trennenden 
Gemische durch Erweiterungen oder auch Verringerung 

30 der Anzahl der Saulen ist nicht moglich, d.h., ein 

modularer Aufbau der Anlage ist aufgrund dieser 
Konstruktion nicht durchf uhrbar . 

- Die grofie Anzahl von Fraktionssammelsaulen fiihrt zu 
einer zu langen Laufzeit und zu einem hohen 

35 Losungsmittelverbrauch . 
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- Ein kostengunstiger und zeitsparender Roll-over- 
Betrieb ist nicht durchf iihrbar . 

- Die hier vorgesehene isokratische Trennung im zweiten 
Trennschritt fiihrt ebenfalls zu einer nachteiligen 

5 Verlangerung der Laufzeit. 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde eine HPLC- 
Aalage anzubieten, die vollautomatisch in kiirzester 
Zeit hochkomplexe Substanzgemische soweit auftrennt, 
10 da£ seine Bestandteile nahezu rein vorliegen, die dann 

einem Testsystem zugefiihrt werden konnen . 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einer Vorrichtung 
und einem Verfahren auf HPLC-Basis gemaE der Anspriiche 

15 1 und 22 . 

Die erf indungsgemaS zugrunde gelegte Technologie der 
Auftrennung der Extrakte ist die Hochdruckf liissig- 
Chromatographie , die in der Lage ist, sowohl relativ 
polare als auch unpolare Verbindungen zu trennen. 

20 Aufgrund der hohen Anzahl von Substanzen in einem 

komplexen Substanzgemisch wie z.B. in pflanzlichen und 
mikrobiellen Extrakten, ist die Trennung in einem 
Schritt nicht moglich. Es ist vielmehr die 
erf indungsgemafie Kombina t ion mehrerer 

25 Trennsaulensysteme erforderlich, urn in vertretbarer 

Zeit eine Auftrennung zu erreichen. 

Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. So 
ermoglicht die Erfindung in einer Anlage eine Grob- und 

30 eine Feintrennung vorzunehmen und zwischenzeitlich 

abgetrennte Fraktionen abrufbereit auf festen Phasen zu 
speichern, so dafi innerhalb kiirzester Zeit mittels der 
sof twaregesteuerten Vorrichtung eine praktisch 
vollstandige Auftrennung aller Substanzf raktionen 

35 erreicht werden kann. Dadurch ist es denkbar, dafi bei 
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gunstiger Inf rastruktur , also das Vorhandensein 
entsprechender Testsysteme verbunden mit einer 
Strukturauf klarung innerhalb von 2 bis 3 Tagen eine 
Identif izierung der wirksamen Komponente eines 
Extraktes zu ermoglichen . Das bedeutet eine extreme 
Beschleunigung des Wirkstof f indungsprozesses , der 
ausgehend von Naturstof f gemischen wie pflanzliche oder 
mikrobielle Extrakte iiblicherweise Monate dauert . 
Vorteilhaf terweise weist die erf indungsgemaEe 

Vorrichtung einen modularen Aufbau auf, der 
Erweiterungen in Abhangigkeit von der Komplexitat zu 
trennender Substanzgemische ermoglicht . 

Die Erfindung wird anhand einer Zeichnung naher 
erlautert . 
Es zeigt 

Fig. 1 den Aufbau und Ablauf schema der Vorrichtung. 

Das zu trennende Multikomponent-Gemisch (z.B. Pflan- 
zenextrakt, mikrobieller Extrakt usw.) wird in Methanol 
gelost und mit RP-4-Material (KorngroSe ca. 40 /zm) in 
folgendem Verhaltnis 1 Massenteil Extrakt zu 3 Massen- 
teilen RP-4-Material versetzt. Von diesem Gemisch wird 
das Losungsmittel am Rotationsverdampf er entfernt, so 
daS eine rieselfahige Mischung aus Extrakt und RP-Mate- 
rial entsteht. Die Mischung wird in eine Aufgabesaule 1 
trocken verfullt und in die Trennsauleneinheit A ein- 
gebaut . 

Mit einer Pumpe 2 und als Eluent Wasser wird liber die 
3 -Wege-Ventile 16, 17 und uber ein 6 -Wege-Ventil 3 die 
Luft aus der trockenverf ullten Aufgabesaule 1 entf ernt . 
Wenn die Luft entf ernt ist, wird das Trennprogramm ge- 
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startet. Das Trennprogramm wird uber eine Software ge- 
steuert . 

Mit einer Pumpe 4 und einer Pumpe 5 der Pumpeinheit B 
5 wird ein Gradient von 0% bis 100% des mit der Pumpe 5 

gefdrderten Laufmittels bzw. Elemente mit einer Lauf- 
zeit von 60 min gefahren, wobei es sich bei Pumpe 4 urn 
eine waSrige Puffer- Losung und bei Pumpe 5 urn Methanol 
handelt. Die Komponenten des Extraktes werden in Abhan- 

10 gigkeit ihrer Polaritat von der Aufgabesaule 1 uber das 

6-Wege-Ventil 3 auf die Trennsaule 6 gespiilt. Die 
Trennsaule 6 ist mit RP-4 -Material gefullt. In einem 
UV-Detektor 7 werden die Komponenten detektiert und mit 
der Software auf gezeichnet . Die Komponenten gelangen zu 

15 einem T-Stuck 8, wo uber die Pumpe 2 und die 3-Wege- 

Ventile 16, 17 Wasser zum Eluent dosiert und dadurch 
die Polaritat der Losung erhoht wird. Danach gelangt 
dieses Eluat uber ein 6 -Wege- Ventil 9 zu einer 
Fraktionssauleneinheit E, die aus 18 Fraktioniersaulen 

20 besteht. 

Die Fraktioniersaulen der Fraktioniersauleneinheit E 
sind mit verschiedenen Sorbentien gefullt, an denen 
durch Festphasenextraktion die Komponenten extrahiert 
25 werden. 

Jede Fraktioniersaule wird fur einen Zeitraum von 3-4 
min geschaltet. Die Fraktioniersaulen werden uber je- 
weilige 4-Wege-Ventile 18.1 bis 18.18 in den Eluenten- 
30 strom geschaltet. Dadurch wird der 60-minutige Gradient 

in 18 Fraktionen aufgeteilt. Das komponentenf reie Eluat 
gelangt uber das 6-Wege-Ventil 9 in den Abfall. 

Jede einzelne der auf den 18 Fraktioniersaulen gespei- 
35 cherten Fraktionen wird iiber eine der sechs Trennsaulen 
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einer Trennsauleneinheit F weiter auf getrennt . Dabei 
wird uber die Pumpe 4 und Pumpe 5 der Pumpeinheit B, 
uber das 3 -Wege- Ventil 13, das 6 -Wege- Ventil 9 und uber 
das entsprechende 4-Wege-Ventil 18.1 bis 18.18 die Kom- 
ponenten riickwarts von einer der Fraktioniersaulen auf 
eine der sechs Trennsaulen der Trennsauleneinheit F ge- 
spiilt und die Komponenten weiter auf getrennt . Die sechs 
Trennsaulen werden uber entsprechende 4 -Wege -Vent ile 
19.1 bis 19.6 geschaltet. 

Die getrennten Komponenten gelangen nach der Trennsau- 
leneinheit F in ein Split-Ventil 15, wo ein Teil (ca. 
1/40) des Volumenstromes einem Lichtstreudetektor 20 
zugefuhrt wird. Der restliche Volumenstrom gelangt uber 
einen weiteren UV-Detektor zu einem T-Stiick 22, wo uber 
die Pumpe 2 und ein 3 -Wege-Ventil 16 Wasser zum Eluat 
dosiert und dadurch die Polaritat der Losung erhoht 
wird. Dieses Eluat gelangt dann zu einer Fraktionssau- 
leneinheit G, die uber zehn 4 -Wege-Ventile 14.1 bis 
14.10 geschaltet und mit den getrennten Komponenten be- 
schichtet wird, dabei werden durch das Saulenmaterial 
die Komponenten aus dem Eluat extrahiert . Die Steuerung 
dieser Ventile erfolgt durch eine Kombination von 
Peakerkennung der Detektoren 20, 21 und durch Zeit- 
steuerung. 

Die Ventile werden von dem Steuerungsprogramm so ge- 
steuert, daE, wenn die erste Fraktioniersaule beladen 
ist, mit Hilfe einer Pumpe 26 einer Pumpeinheit D uber 
ein 3 -Wege-Ventil 27 Methanol uber das entsprechende 4- 
Wege-Ventil 25.1 auf die erste Fraktioniersaule 
gefordert wird und die Komponenten uber die 3 -Wege- 
Ventile 28, 29, 30 in einen der Fraktionssammler 31, 
32, 33 der Fraktionssammlereinheit H gespult werden. 
Die freigespulte Fraktionierssaule wird mit Wasser uber 
das 3 -Wege-Ventil 27 mittels Pumpe 26 und uber das 
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entsprechende 4 -Wege- Ventil 25.1 fur die nachste 
Fraktionierung konditioniert . 

Dadurch konnen mehr als 10 Fraktionen bearbeitet wer- 
den, weil gleichzeitig auf Fraktioniersaulen fraktio- 
niert wird und auch Fraktioniersaulen gespiilt und kon- 
ditioniert und damit fur eine weitere Fraktionierung 
vorbereitet werden . 



BN8DOCID: <W0_«131iaA1JU> 



ft 



WO 98/13118 PCT/EP97/05093 




Vorrichtung und Verfahren auf HPLC-Basis zur Trennung 
hochkomplexer Substanzgemische 



Bezugszeichenliste 



1 Aufgabesaule 

2 Pumpe ( C ) 

3 6-Wege- Ventil 

4 Pumpe ( B ) 

5 Pumpe (B) 

6 Trennsaule 

7 UV-Detektor 

8 T-Stuck 

9 6-Wege-Ventil 
13 3-Wege-Ventil 

15 Splitt-Ventil 

16 3 -Wege- Ventil 

17 3 -Wege- Ventil 

18 4-Wege-Ventil (18.1-18.18) 

19 4-Wege-Ventil (19.1-19.6) 
2 0 Lichtstreudetektor 

21 UV-Detektor 

22 T-Stiick 



24 4-Wege-Ventil (24.1-24.10) 

25 4-Wege-Ventil (25 .1-25 . 10) 

2 6 Pumpe (D) 

27 3-Wege-Ventil 

28 3-Wege-Ventil 

29 3-Wege-Ventil 

30 3-Wege-Ventil 

31 Fraktionssammler 

3 2 Fr ak t i ons s ammler 
33 Fraktionssammler 

A Trennsauleneinheit 

B Pumpe inhe it 

C Pumpeinheit 

D Pumpeinheit 

E Fraktioniersauleneinhei t 

F Trennsauleneinheit 

G Fraktioniersauleneinhei t 

H Frakt ions sammlere inhe it 
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1. Vorrichtung auf HPLC-Basis zur Trennung 
hochkomplexer Substanzgemische , umfassend 

- Trennsauleneinheiten (A, F) 

- Fraktioniersauleneinheiten (E, G) 

- Detektoreinheiten (7 und 20, 21) 

- Pumpeinheiten (B, C, D) 

- Fraktionssammlereinheiten, 

wobei diese Einheiten einschliefilich jeder einzel- 
nen Trenn- bzw. Fraktioniersaule uber Mehr-Wege- 
Ventile ansteuerbar miteinander verbunden sind, 
und 

eine Rechnereinheit fur das sof twareges teuerte 
funktionelle Zusammenwirken der Vorrichtung. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ sie mindestens zwei Trennsauleneinheiten (A, F) 
auf weist . 

3 . Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2 , 

dadurch gekennzeichnet , da£ sie mindestens zwei 
Fraktioniereinheiten (E, G) aufweist. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie mindestens eine Detektoreinheit (20, 21) 
aufweist . 
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5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ sie mindestens drei Pumpeinheiten <B, C, D) 
aufweist . 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Trennsauleneinheiten (A, F) und Fraktionier- 
sauleneinheiten (E, G) alternierend angeordnet sind. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS eine Trennsauleneinheit (A) eine in Reihe ge- 
schaltete Aufgabesaule und eine Trennsaule enthalt, 
und die weiteren Trennsauleneinheiten (F) 
mindestens zwei Trennsaulen umfassen. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , 

da£ die Trennsauleneinheit (A) aus einer Aufgaben- 
schleife und einer Trennsaule besteht . 

9. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ mindestens zwei Detektoreinheiten (7, 20, 21) 
enthalten sind, die zwischen Trennsauleneinheiten (A, 
F) und Fraktioniereinheiten (E, G) angeordnet sind. 

10. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
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dadurch gekennzeichnet , 

daS sie mindestens eine Detektoreinheit (20, 21) 
aus einem selektiv und einem nicht selektiv messen- 
den Detektor aufweist. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Detektoren UV- und Lichtstreudetektoren sind. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie einen massenselektiven Detektor wie ein 
Massenspektrometer aufweist . 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ mindestens drei Pumpeinheiten (B, C, D) enthal- 
ten sind, wobei mindestens eine Pumpeinheit (B) 
mindestens zwei Hochdruckgradientenpumpen aufweist. 

14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Pumpeinheiten (B, C, D) tiber Mehr-Wege-Ven- 
tile mit den Fraktioniersauleneinheiten (E, G) und 
den Trennsauleneinheiten (A, F) verbunden sind. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Trennsaulen der Trennsauleneinheiten (A, F) 
mit Reversed- Phase-Materialien (RP) geftillt sind. 
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16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Trennsaulen der Trennsauleneinheit (A, F) 
und die Fraktioniersaulen der Fraktioniersaulenein- 
heiten { E , G) mit Normal- und Reversed-Phase-Mate- 
rialien gefiillt sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Trennsaulen und Fraktioniersaulen mit 
Kieselgel, mit modif izierten Kieselgelen wie RP-2, 
RP-4, RP-8, RP-18, Amino, Cyano, Phenyl, Diol, 
Anionenaustauscher und Kationenaustauscher und/oder 
mit Polymerphasen gefiillt sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Pumpeinheit (B) , die Trennsauleneinheit (A) 
und die Fraktioniersauleneinheit (E) uber ein 6- 
Wege-Ventil (3) ansteuerbar miteinander verbunden 
sind . 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Fraktioniersauleneinheit (E) und die Trenn- 
sauleneinheit (F) uber ein 6-Wege-Ventil ansteuer- 
bar miteinander verbunden sind. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 
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daS die Fraktioniersaulen der Fraktioniersaulenein- 
heit (E) und die Trennsaulen der Trennsauleneinheit 
(F) je ein 4-Wege-Ventil aufweisen (18.1-18.18 und 
19.1-19.6) . 



21. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS die Fraktioniersaulen der Fraktioniersaulenein- 
heit (G) je zwei 4-Wege-Ventile (24. 1-14.10 und 
25 . 1-25 . 10) aufweisen. 



22. Verfahren auf HPLC-Basis zur Trennung hochkomplexer 
Substanzgemische, umfassend die folgenden Stufen 

- Gradiententrennung eines hochkomplexen 
Substanzgemisches in einer ersten Trennsaulen- 
einheit (A) in eine definierte Anzahl von Frak- 
tionen mittels einer Pumpeinheit (B) 

- Erhohung der Polaritat des Eluenten durch Wasser- 
zugabe uber eine Pumpeinheit (C) 

- Uberfuhrung der Fraktionen in eine erste Fraktio- 
niersauleneinheit (G) , deren Saulenanzahl der An- 
zahl der getrennten Fraktionen entspricht, und 
Adsorption der vorher auf getrennten Fraktionen 
auf je eine Fraktioniersaule durch Festphasenex- 
traktion 

- sequenzielles Uberspiilen der in der ersten Frak- 
tioniersauleneinheit (E) adsorbierten Fraktionen 
mit weniger polaren Eluenten in eine zweite 
Trennsauleneinheit (F) und weitere Auf trennung 
mit schwachem Gradienten mittels der Pumpeinheit 
(B) 
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- Erhohung der Polaritat des Eluenten durch Wasser- 
zugabe iiber eine Pumpeinheit (C) 

- sequenzielle Uberfiihrung der weiter auf getrennten 
Fraktionen entsprechend der Signale der Detek- 
toreinheit (20, 21) in eine Fraktioniersaulen- 
einheit (G) und der Adsorption jeder Fraktion auf 
eine Fraktioniersaule durch Festphasenextraktion 

- sequenzielles Uberspiilen der Fraktionen von der 
Fraktioniersauleneinheit (G) in die Fraktions- 
sammlereinheit (H) mittels einer Pumpeinheit (D) 
und eines weniger polaren Eluenten und anschlie- 
fiendem Konditionieren der f reigespulten Fraktio- 
niersaule mittels der Pumpeinheit (D) , 

wobei der Transport der mobilen Phase und die zwi- 
schenzeitlich erf orderlichen Konditionierungs- bzw. 
Aquilibrierungsschritte der einzelnen Saulen in den 
Trennsauleneinheiten durch Steuerung der Pumpein- 
heiten (B, C, D) , der Schaltung der Mehr-Wege- Ven- 
tile und der Fraktionssammler unter Verarbeitung 
der Signale der Detektoreinheiten (7 und 20, 21) 
uber eine Rechnereinheit erfolgt. 

23. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS der Zugang der mobilen Phase zu jeder einzelnen 
Trennsaule der Trennsauleneinheit (F) und zu jeder 
einzelnen Fraktioniersaule der Fraktioniersaulen- 
einheiten (E, G) separat rechnergesteuert iiber 4- 
Wege-Ventile durchgefuhrt wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 Oder 23, 
dadurch gekennzeichnet, 
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da£ nach Freispiilung einer Fraktioniersaule der 
Fraktioniersauleneinheit (G) in einen Fraktions- 
sammler ( 31 , 32 , 33 ) der Fraktionssammlereinheit 
(H) mittels der Pumpeinheit (D) die Fraktionier- 
saule mit Wasser fur die nachste Fraktionierung 
konditioniert wird (Roll -over-Betrieb) . 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet , 

daJS die Zufuhrung des hochkomplexen Substanzgemi - 
sches zur Vorrichtung liber eine Auf gabensaule er- 
f olgt . 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ das hochkomplexe Substanzgemisch mit einem Sor- 
bent vermischt wird, in einem Losungsmittel wie 
Methanol suspendiert, danach das Losungsmittel ab- 
getrennt und der mit dem komplexen Subtanzgemisch 
beladene Sorbent in die Auf gabensaule gefullt wird. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Trennung des Substanzgemisches in der 
Trennsauleneinheit (A) mit einem Gradient erf olgt, 
der eine zunehmende Lipophilie auf weist . 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ als Eluenten waSrige Puf f erlosungen und lipo- 
philere Losungsmittel eingesetzt werden. 
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Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 28, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS als lipophilere Losungsmittel Losungsmittel wie 



Isopropanol eingesetzt werden . 

Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi ein Peakerkennungsprogramm eingesetzt wird, das 
es erlaubt die Anzahl der Fraktionen zu optimieren. 

Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi in den Saulen der Fraktioniersauleneinheit (E, 
G) entsprechend der Polaritat der Fraktion unter- 
schiedliche Sorbentien eingesetzt werden. 

Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Freispiilung der Fraktioniersaulen im Back- 
flush- Verfahren erf olgt . 



Acetonitril , 



Methanol , 



Tetrahydrof uran 



und 
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(54) Title: METHOD AND DEVICE FOR THE RAPID LIQUID CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF SUBSTANCE MIXTURES 
AND FOR THE IDENTIFICATION OF SUBSTANCES 



(54) Bezeichnung: 



(57) Abstract 



VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR SCHNELLEN FLUSSIGCHROMATOGRAPHISCHEN TRENNUNG 
VON SUBSTANZGEMISCHEN UND IDENTIFIZIERUNG VON SUBSTANZEN 



The invention relates to a method and device for 
the rapid liquid chromatographic separation of substance 
mixtures and for the identification of substances. The 
aim of the invention is to provide a device and a method 
for the liquid chromatographic separation, isolation, and 
identification of substances in analytic and semipreparative 
areas, with which a test for determining the activity of 
substance mixtures is dispensed with. In addition, the 
inventive method and device carry out the separation of 
substance mixtures, and the isolation and identification 
of the individual substances more quickly than prior art 
methods and devices. To these ends, a method and 
device are used with which substance mixtures, in a 
software-controlled rapid liquid chromatographic two-step 
separation, are subjected to a preliminary separation in 
a first step and, in the second step, the fractions which 
were subjected to the preliminary separation and which 
are deposited in collection columns are parallelly separated 
into at least two separation lines in a fine manner. The 
finely separated fractions are parallelly identified and parallelly isolated. 




(57) Zusammcnfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Vorrichtung zur schnellen flussigchromatographischen Trennung von 
Substanzgemischen und Identifizierung von Substanzen. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur flussichromatographischen Trennung, Isolierung und Identifizierung von Substanzen im analytischen und semipraparativen Bereich 
anzubieten, mit denen sich ein Test auf Wirkung von Substanzgemischen eriibrigt und es schneller als bisher moglich ist, Substanzgemische » 
aufzutrennen, die Einzelsubstanzen zu isolieren und zu identiflzieren. Die Losung der Aufgabe erfolgt mit einem Verfahren und einer 
Vorrichtung, bei denen Substanzgemische in einer softwaregesteuerten schnellen flussigchromatographischen Zweistufentrennung in der 
ersten Stufe vorgetrennt und in der zweiten Stufe die vorgetrennten und in Auffangsaulen abgelegten Fraktionen in mindestens zwei 
Trennlinien parallel fein aufgetrennt, die fein aufgetrennten Fraktionen parallel idenfiziert und parallel isoliert werden. * 
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Verfahren und Vorrichtung zur schnellen 
f lussigchromatographischen Trennung von 
Substanzgemischen und Identif izierung von Substanzen 

Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur schnellen f lussigchromato-graphischen 
Trennung von Substanzgemischen und Identif izierung 
von Substanzen gemaJi den Oberbegrif f en der Anspruche 
1 und 5 , 

Beispielsweise steht in der pharmazeutischen 
Forschung haufig das Problem aus Substanzgemischen 
pharmazeutisch aktive Stoffe zu isolieren. So werden 
Naturstof f extrakte oder auch durch kombinatorische 
Chemie erzeugte Substanzgemische auf eine mogliche 
Wirksamkeit getestet. Aus Substanzgemischen die eine 
Wirksamkeit gezeigt haben, wird dann versucht die 
wirksamen Substanzen mit Hilfe von aufwendigen 
Trennverf ahren zu isolieren. Danach werden die so 
isolierten Einzelsubstanzen des Gemisches einem 
erneuten Wirkungstest unterzogen. Die nun gefundenen 
wirksamen Einzelsubstanzen werden auf ihre Struktur 
hin untersucht, urn moglicherweise bereits bekannte 
Wirkstoffe auszuschlieflen . Ein Nachteil dieses 
Verfahrens ist, daB bei dem Test der Substanzgemische 
durch Uberlagerungsef f ekte die Wirksamkeit von 
Einzelsubstanzen unterdriickt werden kann und diese so 
unerkannt bleiben. Ein weiterer Nachteil ist, dafi 
durch Uberlagerungsef f ekte eine Wirksamkeit 

vorgetauscht werden kann und anschliefiend 
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kostenintensiv vergeblich nach diesen vermeintlichen 
Wirkstoffen im Substanzgemisch gesucht wird* 
SchlieBlich erfolgt nachteiligerweise der Ausschluii 
bereits bekannter Substanzen erst nach der 
Durchfiihrung von mindestens zwei Tests auf 
biologische Wirksamkeit und nach aufwendigen 
Isolationsverf ahren, was sehr kostspielig ist. Zur 
Durchfiihrung dieser Tests sind in der Regel grofie 
Substanzmengen notig, d. h., daft Trennungen im 
praparativen Maiistab zu erfolgen haben. Praparative 
Anlagen sind aber von den Investi tionskosten her 
teurer als analytische Anlagen. Ebenso verbrauchen 
praparative Anlagen zur Trennung erheblich mehr 
Losungsmittel und Puf f ersubstanzen, was ihren Betrieb 
teuer macht und zusatzlich groUere 

Entsorgungsprobleme und Umweltbelastungen hervorruft. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
Vorrichtung und ein Verfahren zur flussig- 
chromatographischen Trennung, Isolierung und 

Identif izierung von Substanzen im analytischen und 
semipraparativen Bereich anzubieten, mit denen sich 
ein Test auf Wirkung von Substanzgemischen eriibrigt 
und es schneller als bisher moglich ist 
Substanzgemische auf zutrennen, die Einzelsubstanzen 
zu isolieren und zu identif izieren . 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den 
kennzeichnenden Teilen der Anspriiche 1 und 5. 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unter- 
anspriichen angegeben. 
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Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. Die 
Substanzen miissen nicht mehr doppelt, namlich vorher 
im Substanzgemisch und nach der Isolierung getestet 
werden. Erf indungsgemafl kann der aufwendige und 
5 kostspielige und zum Teil f ehlerbehaf tete erste 

Wirkungstest der Substanzgemische entfallen. Statt 
dessen werden nach der kombinierten Isolierung und 
Identif ikation nur potentiell neue Wirksubstanzen 
weiteren Tests unterzogen. Die bisher ubliche 

10 kostspielige Bearbeitung bereits bekannter Substanzen 

entfallt. Der Zeit- und Kostenaufwand fur die 
Ermittlung einer neuen Wirksubstanz kann erheblich 
reduziert werden. Zusatzlich ist diese 

Verf ahrensweise sicherer, denn die Testergebnisse an 

15 unbekannten Einzelsubstanzen sind eindeutig und alle 

im Gemisch vorhandenen Wirksubstanzen werden auch 
erf ai3t . 

Die zu untersuchenden Substanzgemische werden in 
20 einer zweistufigen Trennung bearbeitet, dabei konnen 

durch die erf indungsgemaBe Verschaltung von 
Trennsaulen und Festphasenextraktionssaulen (Auf f ang- 
saulen) mit der Pumpeneinheit in der zweiten 
chromatographischen Trennstufe mehrere Fraktionen aus 
25 dem ersten Trennungsschritt parallel getrennt werden. 

Somit arbeitet diese Vorrichtung erheblich schneller 
und damit kostengiinstiger als bekannte zweistufige 
Vorrichtungen . 

30 Die Identif ikation der Einzelsubstanzen erfolgt durch 

an sich bekannten direkten computergesteuerten 
Vergleich der von Detektoren gewonnenen 

Chromatogrammen und Spektren sowie des Retentions- 
bereiches aus dem ersten Trennschritt und der 
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Retentionszeit aus dem zweiten Trennschritt mit 
Inf ormationen liber bekannte Substanzen in einer 
Datenbank. Als Detektions- und Identif ikations- 
prinzipien sind Ultraviolett-Absorption, Massen- 
spektrometrie, Lichtstreuung, Fluoreszenz, 

Inf rarotspektroskopie und Kernspinresonanz- 

spektroskopie moglich. Die Einbeziehung weiterer 
Identif i zierungsparameter wie z. B. Quelle und 
Herkunft der Probe ist moglich. Da weniger Tests zur 
Identif izierung der Substanzen im Gemisch und zum 
Ausschlufi bereits bekannter Substanzen notwendig 
sind, kann diese Anlage ira analytischen und 
semipraparativen MafJstab dimensioniert sein. 
Analytische und semipraparative Anlagen sind in der 
Anschaffung und im Betrieb wesentlich kostengiinstiger 
als die bisher iiblichen praparativen Anlagen. Durch 
den geringeren Losungsmittel- und Puf f ersubstanzen- 
verbrauch ist das erf indungsgemafie Verfahren und die 
Vorrichtung aufgrund geringerer Abf allinengen 
umwe 1 1 f r eundl i ch . 

Die Erfindung wird anhand einer Zeichnung und eines 
Ausfiihrungsbeispieles naher erlautert . 

Es zeigen 

Fig. 1 eine schematische Darstellung des Ablaufes 
des Equilibrierens im ersten Trennschritt 
und Splilen der Auf gabesaulenbatterie, 

Fig. 2 eine schematische Darstellung des Auf- 
trennens eines Substanzgemisches im ersten 
Trennschritt und Adsorption von Fraktionen 
an der ersten Auf f angsaulenbatterie, 
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Fig. 3 eine schematische Darstellung des Auf- 
trennens eines Substanzgemisches im ersten 
Trennschritt und Adsorption von Fraktionen 
an der zweiten Auf f angsaulenbatterie, 
Fig. 4 eine schematische Darstellung des Auf- 
trennens eines Substanzgemisches im ersten 
Trennschritt und Adsorption von Fraktionen 
an der dritten Auf f angsaulenbatterie, 

Fig. 5 eine schematische Darstellung der Equili- 
brierung der Trennsaulenbatterien des zwei- 
ten Trennschrittes, 

15 Fig. 6 eine schematische Darstellung einer 

parallelen Trennung absorbierter Fraktionen 
im zweiten Trennschritt und 

Fig. 7 eine schematische Darstellung des Equili- 
20 brierens einer Auf f angsaulenbatterie . 

Fig. 1 bis Fig. 7 zeigen beispielhaft den Aufbau und 
das Ablaufschema einer erf indungsgemaflen Vorrichtung 
mit einer Trennsaule und drei nachgeordneten 
25 Trennlinien. 

Eine Pumpeneinheit 2, die aus drei Pumpen 2.1 bis 2.3 
besteht, ist uber die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 
und 3.3 sowie dem 3-Wege-2-Positions-Ventil 5.7 mit 
30 einer Auf gabesaulenbatterie 6, einer Trennsaule 10, 

fur die erste Trennungsstuf e und einer zweiten 
Trennstufe, die aus drei parallel betreibbaren 
Trennlinien besteht, denen jeweils ein 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.5, 3.6 und 3.7 vorgeordnet ist, 
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verbunden. Damit ist es moglich, die mobile Phase in 
jeder gewiinschten Zusammensetzung nacheinander und 
parallel in alle Bereiche der Vorrichtung zu 
transportieren . 

5 

Jede Trennlinie weist eine Auf f angsaulenbatterie 7, 8 
und 9 und eine Trennsaulenbatterie 11, 12 und 13 auf. 
Beispielhaft enthalt die Auf f angsaulenbatterie 7 die 
Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 und die Trennsaulenbatterie 

10 11 die Trennsaulen 11.1 und 11.2. Die beiden weiteren 

dargestellten Trennlinien sind identisch aufgebaut. 
Andere Varianten mit mehr Auf gabesaulen 6.1 bis 6.6 
der Auf gabesaulenbatterie 6, mehrerer Trennsaulen 10, 
mehr als drei Auf f angsaulenbatterien 1, 8 und 9 mit 

15 jeweils mehr als sechs Auf f angsaulen und mehr als 

drei Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 mit mehr als 
sechs Trennsaulen pro Batterie sind moglich. 

Im folgenden wird der Ablauf des erf indungsgemafien 
20 Verfahrens beispielhaft beschrieben. Substanz- 

gemischproben werden jeweils in einem Losungsmittel 
gelost und mit einem Adsorbenten versetzt. 
Anschliefiend wird das Losungsmittel mittels eines 
Rotationsverdampf ers entfernt, damit die mit 
25 Probenmaterial belegten Adsorbenten rieselfahige 

Eigenschaf ten erreichen. Die mit dem Substanzgemisch 
belegten Adsorbenten werden in die Auf gabesaulen 6.1 
bis 6.6 der Auf gabesaulenbatterie 6 verfullt und in 
die Auf gabesaulenbatterie 6 eingebaut. Die nun 
30 folgenden Programmablauf schritte werden liber eine 

Software gesteuert . 

GemaJJ Fig. 1 wird die Trennsaule 10 equilibriert . 
Parallel dazu wird die Luft aus der 
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Aufgabesaulenbatterie 6 entfernt. Uber die Pumpe 2.3, 
das 3-Wege-2-Positions-Ventil 5.7 und uber die 
6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.3 wird mit 
Wasser die Luft aus einer der trocken verftillten 
5 Auf gabesaulen 6.1 bis 6.6 entfernt, die als nachstes 

injiziert werden soli. Gleichzeitig wird uber die 
Pumpe 2.1, die 6-Wege-2-Posi tions-Ventile 3.1 und 3.3 
die Trennsaule 10 mit einem geeigneten Laufmittel 
equilibriert . 

10 

In Fig. 2 ist das Auftrennen des Substanzgemisches in 
der ersten Trennstufe an der Trennsaule 10 und die 
anschlieiiende Adsorption der Fraktionen in einer 
Trennlinie mit den Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 der 
15 Auf fangsaulenbatterie 7 dargestellt. 

Wenn die Luft aus einer der Auf gabesaulen 6.1 bis 6.6 
entfernt ist, wird das Trennprogramm gestartet. 
Zunachst werden die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.3 

20 und 3.5 geschaltet. Uber eine Niederdruck- 

ventileinheit 1 mit den Niederdruckventilen 1.1 bis 
1.3 konnen die Bestandteile der mobilen Phase mittels 
der Pumpeneinheit 2 in das System eingegeben werden. 
Ober das Niederdruckventil 1.1 der Pumpe 2.1 und die 

25 Pumpe 2.1 wird mobile Phase transportiert , wobei 

dieses System sowohl isokratisch als auch mit 
einem Gradienten gefahren werden kann. Uber das 
6-Wege-2-Positions-Ventil 3.3 und die 7-Wege-6- 
Positions-Ventile 4.1/4.2 wird die mobile Phase von 

30 Pumpe 2.1 auf diejenige Aufgabesaule 6.1 bis 6.6 

gefiihrt, von der Probenmaterial bearbeitet werden 
soil. Von einer der Auf gabesaulen 6.1 bis 6.6 wird 
die zu trennende Probe auf die Trennsaule 10 
liberfuhrt. Die aus der Trennsaule 10 austretenden 
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getrennten Probekomponenten gelangen tiber ein 6-Wege- 
2-Positions-Ventil 3.4 und den Detektor 14.1 zu einem 
T-Stuck 17, wo tiber die Pumpe 2.2 und das 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.1 Wasser der mobilen Phase 
zugemischt wird. Die Menge des zugemischten Wassers 
richtet sich dabei nach der Polaritat der zu 
trennenden Substanzen. Die durch Wasser erhohte 
Polaritat der mobilen Phase ermoglicht nun die 
Adsorption auf den Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 der 
Auf f angsaulenbatterie 7. Uber das 6-Wege-2-Positions- 
Ventil 3.5 wird zunachst auf die 

Auf f angsaulenbatterie 7 adsorbiert. Dabei werden 
nacheinander die Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 mit 
Fraktionen belegt. 

In Fig. 3 ist die Adsorption weiterer Fraktionen an 
den Auf f angsaulen 8.1 bis 8.6 der Auf f ang- 
saulenbatterie 8 dargestellt. Wenn alle Auf f angsaulen 
der Auf f angsaulenbatterie 7 mit Fraktionen belegt 
sind, schalten die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.5 und 
3.6 die Auf f angsaulenbatterie 8 in den Eluentenstrom. 
Nun werden nacheinander die Auf f angsaulen 8.1 bis 8.6 
mit Fraktionen belegt. 

In Fig. 4 ist die Adsorption von Fraktionen an die 
Auf f angsaulen 9.1 bis 9.6 der Auf f angsaulenbatterie 9 
dargestellt. Wenn alle Auf f angsaulen 8.1 bis 8.6 der 
Auf f angsaulenbatterie 8 mit Fraktionen belegt sind, 
schalten die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.6 und 3.7 
die Auf f angsaulenbatterie 9 in den Eluentenstrom. Nun 
werden nacheinander die Auf f angsaulen 9.1 bis 9.6 mit 
Fraktionen belegt. In dem folgenden Ablauf schritt 
werden parallel die an den drei Auffang- 
saulenbatterien 7, 8 und 9 adsorbierten Fraktionen 
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eluiert und auf entsprechend 
Trennsaulenbatterien 11, 12 und 
auf getrennt . 

5 Vor jeder Trennung werden die Trennsaulenbatterien 

11, 12 und 13 equilibriert . In Fig. 5 ist die 
Equilibrierung der Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 
dargestellt. Zur Equilibrierung wird mobile Phase 
liber die Pumpe 2.1 das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.1 

10 und 3.5 auf die Trennsaulen 11.1 bzw. 11.2 der 

Trennsaulenbatterie 11 gefuhrt. Von dort wird die 
mobile Phase liber das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.4 
den Detektor 14.1 und einem Fraktionssammler 15.1 in 
den Abfall gefuhrt. Parallel dazu werden die 

15 Trennsaulen 12.1 und 12.2 der Trennsaulenbatterie 

liber die Pumpe 2.2 die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 
und 3.6 sowie einen Detektor 14.2 und 
Fraktionssammler 15.2 equilibriert. Ebenso werden 
dazu parallel die Trennsaulen 13.1 und 13.2 uber die 

20 Pumpe 2.3 das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.7 und das 

3-Wege-2-Positions-Ventil 5.7 sowie einen Detektor 
14.3 und einen Fraktionssammler 15.3 equilibriert. 

In Fig. 6 ist die parallele Trennung der an den 
25 Auf fangsaulenbatterien 7, 8 und 9 adsorbierten 

Fraktionen auf den Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 
dargestellt. Zur Einleitung des Trennschrittes wird 
mobile Phase liber die Pumpe 2.1 der Pumpeneinheit 2 
und die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.5 auf 
30 die Auf f angsaulenbatterie 7 gefuhrt. Die erste 

eluierte Fraktion aus der Auf f angsaulenbatterie 7 (z. 
B. von Auffangsaule 7.1) wird uber das 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.5 zur Trennsaulenbatterie 11 
geleitet. Dort kann wahlweise sof twaregesteuert eine 



zugeordnete 
13 weiter 
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der Trennsaulen 11.1 oder 11.2 zugeschaltet werden. 
Die getrennten Komponenten werden dann anschlieflend 
uber die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.5 und 3.4 zum 
Detektor 14.1 gefuhrt. Die Software in der 
elektronischen Steuereinheit wertet die Signale mit 
Hilfe von Peakerkennung aus und lenkt die getrennten 
Komponenten in die entsprechenden Vials des 
Fraktionssammlers 15.1. Gleichzeitig ist auch eine 
Zeitsteuerung des Fraktionssammlers 15.1 moglich. 
Diese Zeitsteuerung kann automatisch aktiviert 
werden, wenn kein Peak den Detektor passiert. 

Parallel dazu wird mobile Phase liber die Pumpe 2.2 
und die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.6 zur 
Auf f angsaulenbatterie 8 gefordert. Die erste eluierte 
Fraktion aus der Auf f angsaulenbatterie 8 (z. B. von 
der Auffangsaule 8.1) wird iiber das 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.6 zur Trennsaulenbatterie 12 
geleitet. Dort kann wahlweise sof twaregesteuert eine 
der Trennsaulen 12.1 oder 12.2 zugeschaltet werden. 
Die getrennten Komponenten werden zum Detektor 14.2 
gefuhrt. Die Software wertet auch hier die Signale 
mit Hilfe von Peakerkennung aus und lenkt dann die 
getrennten Komponenten in die entsprechenden Vials 
des Fraktionssammlers 15.2* Auch dieser 

Fraktionssammler 15.2 kann zeitgesteuert werden. 
Diese Zeitsteuerung kann automatisch aktiviert 
werden, wenn kein Peak den Detektor passiert. 

Parallel zu den Ablaufen in zwei Trennlinien wird die 
dritte Trennlinie hinsichtlich der Einleitung des 
Trennungsschrittes aktiviert. Dazu wird die mobile 
Phase uber Pumpe 2.3 sowie das 3-Wege-2-Positions- 
Ventil 5.7 und das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.7 zur 
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Auf fangsaulenbatterie 9 gefordert. Die erste eluierte 
Fraktion aus der Auf fangsaulenbatterie 9 (z. B. von 
der Auffangsaule 9.1) wird uber das Ventil 3.7 zur 
Trennsaulenbatterie 13 geleitet. Dort kann wahlweise 
5 sof twaregesteuert eine der Trennsaulen 13.1 oder 13.2 

zugeschaltet werden. Die getrennten Komponenten 
werden zum Detektor 14.3 gefiihrt. Die Steuerung des 
sich anschlieftenden Fraktionssaramlers 15.3 erfolgt 
wie bereits beschrieben. Nachdem die jeweils ersten 

10 Fraktionen parallel bearbeitet worden sind, erfolgt 

zur Vorbereitung und der Trennung der nachsten 
Fraktionen erneut Equilibrierung der 

Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 (vgl. Fig. 5). 
Anschlieflend schalten die 7-Wege-6-Positions-Ventile 

15 4.3/4.4, 4.5/4.6 und 4.7/4.8 an den 

Auf f angsaulenbatterien 7, 8 und 9 weiter, so dafl nun 
die zweiten Fraktionen bearbeitet werden konnen, wie 
in Fig. 6 dargestellt. Diese Vorgange setzen sich 
solange fort bis alle Fraktionen bearbeitet worden 

20 sind. 

Fig. 7 stellt das Equilibrieren der Auf f angsaulen 7.1 
bis 7.6 der Auf fangsaulenbatterie 7 dar. In diesem 
Programmablauf schritt werden die Auf f angsaulen 7.1 

25 bis 7.6 mit Wasser gespult und so fur den nachsten 

Lauf vorbereitet. Dies erfolgt sequentiell uber die 
Pumpe 2.2, die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1, 3.5, 
3.6, 3.7 sowie die 7-Wege-6-Positions-Ventile 4.3/4.4 
der Auf fangsaulenbatterie 7. Das Equilibrieren der 

30 Auf f angsaulenbatterien 8 und 9 erfolgt analog. Die 6- 

Wege-2-Positions-Ventile 3.5 und 3.6 werden 
geschaltet und uber die Pumpe 2.2 die 6-Wege-2- 
Positions-Ventile 3.1, 3.5, 3.6, 3.7 sowie die 7- 
Wege-6-Positionsventile 4.5/4.6 der Auffang- 

1 1 
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saulenbatterie 8 erfolgt das Equilibrieren der 
Auf f angsaulen 8.1 bis 8,6. Anschliefiend werden die 6- 
Wege-2-Positions-Ventile 3.6 und 3.7 geschaltet und 
liber die Pumpe 2.2 die 6-Wege-2-Positions-Ventile 
3.1, 3.5, 3.6, 3.7 sowie die 7-Wege-6- 
Positionsventile 4.7/4.8 der Auf f angsaulenbatterie 9 
erfolgt das Equilibrieren der Auf f angsaulen 9.1 bis 
9.6. Nach diesem Programmablauf werden die 7-Wege-6- 
Positions-Ventile 4.1/4.2 der Auf gabebatterie 6 auf 
die nachste Aufgabesaule (z. B. 6.2) geschaltet und 
der gesamte Programmablauf beginnt von vorn. 
(Ablauf schritt 1: Equilibrieren der Trennsaule 10 und 
Entluften der Aufgabesaule 6.2, dargestellt in Fig. 1 
usw . ) 

Nach Bearbeitung dieser zweiten Probe kann die 
folgende Aufgabesaule 6.3 in den Eluentenstrom 
geschaltet werden. Da bereits abgearbeitete 
Probeauf gabesaulen jederzeit durch neue ersetzt 
werden konnen, ist ein kontinuierlicher Betrieb mit 
einer unbegrenzten Anzahl von Proben moglich. 

Wahrend des ersten und zweiten Trennschrittes werden 
liber die Detektoren 14.1, 14.2 und 14.3 
Chroma togramme, Retentionsdaten und Spektren 

gesammelt, direkt in einem Rechner verarbeitet und 
mit den Daten bekannter Substanzen verglichen. Somit 
lassen sich bereits online bekannte Substanzen 
identif izieren und aussortieren . Im Zweifelsfall 
konnen noch weitere Daten, die offline nach Trennung 
und Isolierung gewonnen werden, zur Identif ikation 
herangezogen werden. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur schnellen fliissig- 
chromatographischen Trennung und I dent if izierung 
von Substanzen 

dadurch gekennzeichnet, dafi 

Substanzgemische in einer sof twaregesteuerten 
schnellen fliissigchromatogr aphis chen Zweistuf en™ 
trennung in der ersten Stufe vorgetrennt und in 
der zweiten Stufe die vorgetrennten und in 
Auf f angsaulen abgelegten Fraktionen in mindestens 
zwei Trennlinien parallel fein aufgetrennt, die 
fein auf getrennten Fraktionen parallel 

identif iziert und parallel isoliert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet , dafi 

in der ersten Trennstufe die Vortrennung von 
Substanzgemischen nacheinander und in der zweiten 
Stufe die Feintrennung nacheinander und/oder 
parallel erfolgt. 

3. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

mindestens ein Detektor (14.1) sowohl nach der 
ersten Trennstufe als auch nach der zweiten 
Trennstufe genutzt wird. 

4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, da£ 

die in den Trennlinien auf getrennten und 
isolierten Substanzen einer weiteren Reinigungs- 
prozedur insbesondere einer adsorptiven Reinigung 
unterzogen werden. 
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5. Vorrichtung zur schnellen f lussigchromatischen 
Trennung und Identif ikation von Substanzen 
bestehend aus mehreren Trenn- und Auf f angsaulen 
sowie Auf gabesystemen Detektoren- und 

Fraktionssammler, deren Zusammenwirken uber eine 
zentrale Steuereinheit steuerbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, daJ3 

mindestens einer Trennsaule (10) mehrere parallele 
f lussigchromatographische Trennlinien, bestehend 
aus je einer Kombination von Trennsaulenbatterien 
(11, 12, 13) mit Auf fangsaulenbatterien (7, 8, 9), 
Detektoreinheiten (14) und Fraktioniersammler- 
einheiten (15) , nachgeordnet sind, daft eine 
Pumpeneinheit (2) bestehend aus drei Pumpen (2.1, 
2.2, 2.3) zur Forderung der mobilen Phase sowohl 
mit der Trennsaule (10) als auch mit den 
Trennlinien funktionell verbunden ist und daft 
sof twaremaftig schaltbare Mehrwegeventile zwischen 
den einzelnen Funktionseinheiten angeordnet sind. 



6. Vorrichtung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet , dali 

vor jeder Trennlinie je ein Mehrwegeventil (3.5, 
3.6, 3.7) angeordnet ist. 



7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

den Trennlinien nachgeschaltet weitere Auffang- 
saulen angeordnet sind. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a method and device for 
the rapid liquid chromatographic separation of substance 
mixtures and for the identification of substances. The 
aim of the invention is to provide a device and a method 
for the liquid chromatographic separation, isolation, and 
identification of substances in analytic and semipreparative 
areas, with which a test for determining the activity of 
substance mixtures is dispensed with. In addition, the 
inventive method and device carry out the separation of 
substance mixtures, and the isolation and identification 
of the individual substances more quickly than prior art 
methods and devices. To these ends, a method and 
device are used with which substance mixtures, in a 
software-controlled rapid liquid chromatographic two-step 
separation, are subjected to a preliminary separation in 
a first step and, in the second step, the fractions which 
were subjected to the preliminary separation and which 
are deposited in collection columns are parallel ly separated 
into at least two separation lines in a fine manner. The 
finely separated fractions are parallelly identified and parallelly isolated. 
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(57) Zusammenfessung 

Die Erfindung bezieht sich auf cin Vcifahren und eine Voirichtung zur schnellen flussigchrwnatographischen Trennung von 
Substanzgemischen und Identifizierung von Substanzen. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Voirichtung und ein Verfahren 
zur MQssichromatographischen Trcnnung, Isolierung und Identifizierung von Substanzen im analytischen und semipraparativen Bereich 
anzubieten, mit denen sich ein Test auf Wirkung von Substanzgemischen erflbrigt und es schneller als bisher mdglich ist, Substanzgemische 
aufzutrennen, die Einzelsubstanzen zu isolieren und zu identifizieren. Die Ldsung der Aufgabe erfolgt mit einem Verfahren und emer 
Vorrichtung, bei denen Substanzgemische in einer softwaregesteuerten schnellen fiOssigchromatographischen Zweistufentrennung in der 
ersten Stufe vorgetrennt und in der zweiten Stufe die vorgetrennten und in Auffangsaulen abgelegten Fraktionen in mindestens zwei 
Trennlinien parallel fein aufgetrennt, die fein aufgetrennten Fraktionen parallel idenfiziert und parallel isoliert werden. 
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Verfahren und Vorrichtung zur schnellen 
fllissigchromatographischen Trennung von 
5 Substanzgemischen und Identif izierung von Substanzen 

Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine 
10 Vorrichtung zur schnellen f lussigchromato-graphischen 

Trennung von Substanzgemischen und Identif izierung 
von Substanzen gemafi den Oberbegrif f en der Ansprttche 
1 und 5 . 

15 Beispielsweise steht in der pharmazeutischen 

Forschung haufig das Problem aus Substanzgemischen 
pharmazeutisch aktive Stoffe zu isolieren. So werden 
Naturstof fextrakte oder auch durch kombinatorische 
Chemie erzeugte Substanzgemische auf eine mogliche 

20 Wirksamkeit getestet. Aus Substanzgemischen die eine 

Wirksamkeit gezeigt haben, wird dann versucht die 
wirksamen Substanzen mit Hilfe von aufwendigen 
Trennverf ahren zu isolieren. Danach werden die so 
isolierten Einzelsubstanzen des Gemisches einem 

25 erneuten Wirkungstest unterzogen. Die nun gefundenen 

wirksamen Einzelsubstanzen werden auf ihre Struktur 
hin untersucht, urn moglicherweise bereits bekannte 
Wirkstoffe auszuschlieJien. Ein Nachteil dieses 
Verfahrens ist, daii bei dem Test der Substanzgemische 

30 durch Uberlagerungsef f ekte die Wirksamkeit von 

Einzelsubstanzen unterdruckt werden kann und diese so 
unerkannt bleiben. Ein weiterer Nachteil ist, daii 
durch t)berlagerungsef f ekte eine Wirksamkeit 
vorgetauscht werden kann und anschlieJJend 
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kostenintensiv vergeblich nach diesen vermeintlichen 
Wirkstoffen im Substanzgemisch gesucht wird. 
Schliefilich erfolgt nachteiligerweise der Ausschlufl 
bereits bekannter Substanzen erst nach der 

5 Durchftihrung von mindestens zwei Tests auf 

biologische Wirksamkeit und nach aufwendigen 
Isolationsverfahren, was sehr kostspielig ist. Zur 
Durchftihrung dieser Tests sind in der Regel grofle 
Substanzmengen notig, d. h., daft Trennungen im 

10 praparativen Mafistab zu erfolgen haben. Praparative 

Anlagen sind aber von den Investitionskosten her 
teurer als analytische Anlagen. Ebenso verbrauchen 
praparative Anlagen zur Trennung erheblich mehr 
Losungsmittel und Puf f ersubstanzen, was ihren Betrieb 

15 teuer macht und zusatzlich groJiere 

Entsorgungsprobleme und Umweltbelastungen hervorruft. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
Vorrichtung und ein Verfahren zur fltissig- 

20 chromatographischen Trennung, Isolierung und 

Identif izierung von Substanzen im analytischen und 
semipraparativen Bereich anzubieten, mit denen sich 
ein Test auf Wirkung von Substanzgemischen ertlbrigt 
und es schneller als bisher moglich ist 

25 Substanzgemische auf zutrennen, die Einzelsubstanzen 

zu isolieren und zu identif izieren. 

Die Losung der Aufgabe erfolgt mit den 
kennzeichnenden Teilen der Ansprtlche 1 und 5. 

30 

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unter- 
anspriichen angegeben. 
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Die Erfindung weist verschiedene Vorteile auf. Die 
Substanzen miissen nicht mehr doppelt, namlich vorher 
im Substanzgemisch und nach der Isolierung getestet 
werden. Erf indungsgemafi kann der aufwendige und 
5 kostspielige und zum Teil fehlerbehaf tete erste 

Wirkungstest der Substanzgemische ent fallen. Statt 
dessen werden nach der kombinierten Isolierung und 
Identifikation nur potentiell neue Wirksubstanzen 
weiteren Tests unterzogen. Die bisher Obliche 

10 kostspielige Bearbeitung bereits bekannter Substanzen 

entfallt. Der Zeit- und Kostenaufwand fiir die 
Ermittlung einer neuen Wirksubstanz kann erheblich 
reduziert werden. Zusatzlich ist diese 

Verf ahrensweise sicherer, denn die Testergebnisse an 

15 unbekannten Einzelsubstanzen sind eindeutig und alle 

im Gemisch vorhandenen Wirksubstanzen werden auch 
erfalit . 

Die zu untersuchenden Substanzgemische werden in 
20 einer zweistufigen Trennung bearbeitet, dabei konnen 

durch die erf indungsgemafie Verschaltung von 
Trennsaulen und Festphasenextraktionssaulen (Auf fang- 
saulen) mit der Pumpeneinheit in der zweiten 
chromatographischen Trennstufe mehrere Fraktionen aus 
25 dem ersten Trennungsschritt parallel getrennt werden. 

Somit arbeitet diese Vorrichtung erheblich schneller 
und damit kostengiinstiger als bekannte zweistufige 
Vorrichtungen. 

30 Die Identifikation der Einzelsubstanzen erfolgt durch 

an sich bekannten direkten computergesteuerten 
Vergleich der von Detektoren gewonnenen 
Chromatogrammen und Spektren sowie des Retentions- 
bereiches aus dem ersten Trennschritt und der 
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Retentionszeit aus dem zweiten Trennschritt mit 
Informationen liber bekannte Substanzen in einer 
Datenbank. Als Detektions- und Identif ikations- 
prinzipien sind Ultraviolett-Absorption, Massen- 
5 spektrometrie, Lichtstreuung, Fluoreszenz, 

Infrarotspektroskopie und Kernspinresonanz- 

spektroskopie moglich. Die Einbeziehung weiterer 
Identif izierungsparameter wie z. B. Quelle und 
Herkunft der Probe ist moglich. Da weniger Tests zur 

10 Identif izierung der Substanzen im Gemisch und zum 

Ausschlufi bereits bekannter Substanzen notwendig 
sind, kann diese Anlage im analytischen und 
semipraparativen Mafistab dimensioniert sein. 
Analytische und semipraparative Anlagen sind in der 

15 Anschaffung und im Betrieb wesentlich kostengUnstiger 

als die bisher ublichen praparativen Anlagen. Durch 
den geringeren Losungsmittel- und Puf f ersubstanzen- 
verbrauch ist das erf indungsgemafie Verfahren und die 
Vorrichtung aufgrund geringerer Abfallmengen 

20 umweltf reundlich. 

Die Erfindung wird anhand einer Zeichnung und eines 
Ausfuhrungsbeispieles naher erlautert. 

25 Es zeigen 

Fig. 1 eine schematische Darstellung des Ablaufes 
des Equilibrierens im ersten Trennschritt 
und Spulen der Auf gabesaulenbatterie, 

30 

Fig. 2 eine schematische Darstellung des Auf- 
trennens eines Substanzgemisches im ersten 
Trennschritt und Adsorption von Fraktionen 
an der ersten Auf f angsaulenbatterie, 
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Fig. 3 eine schematische Darstellung des Auf- 
trennens eines Substanzgemisches im ersten 
Trennschritt und Adsorption von Fraktionen 
5 an der zweiten Auf f angsaulenbatterie, 

Fig* 4 eine schematische Darstellung des Auf- 
trennens eines Substanzgemisches im ersten 
Trennschritt und Adsorption von Fraktionen 
an der dritten Auf f angsaulenbatterie, 

10 

Fig. 5 eine schematische Darstellung der Equili- 
brierung der Trennsaulenbatterien des zwei- 
ten Trennschrittes, 

15 Fig. 6 eine schematische Darstellung einer 

parallelen Trennung absorbierter Fraktionen 
im zweiten Trennschritt und 

Fig. 7 eine schematische Darstellung des Equili- 
20 brierens einer Auf f angsaulenbatterie . 



Fig. 1 bis Fig, 7 zeigen beispielhaft den Aufbau und 
das Ablaufschema einer erf indungsgemaiien Vorrichtung 
mit einer Trennsaule und drei nachgeordneten 
25 Trennlinien. 



Eine Pumpeneinheit 2, die aus drei Pumpen 2.1 bis 2.3 
besteht, ist uber die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 
und 3.3 sowie dem 3-Wege-2-Positions-Ventil 5.7 mit 
30 einer Auf gabesaulenbatterie 6, einer Trennsaule 10, 

fur die erste Trennungsstuf e und einer zweiten 
Trennstufe, die aus drei parallel betreibbaren 
Trennlinien besteht, denen jeweils ein 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.5, 3.6 und 3.7 vorgeordnet ist, 
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verbunden. Damit ist es moglich, die mobile Phase in 
j eder gewtinschten Zusammensetzung nacheinander und 
parallel in alle Bereiche der Vorrichtung zu 
transportieren . 

5 

Jede Trennlinie weist eine Auf f angsaulenbatterie 7, 8 
und 9 und eine Trennsaulenbatterie 11, 12 und 13 auf. 
Beispielhaft enthalt die Auf fangsaulenbatterie 7 die 
Auf fangsaulen 7.1 bis 7.6 und die Trennsaulenbatterie 

10 11 die Trennsaulen 11.1 und 11.2. Die beiden weiteren 

dargestellten Trennlinien sind identisch aufgebaut. 
Andere Varianten mit mehr Auf gabesaulen 6.1 bis 6.6 
der Aufgabesaulenbatterie 6, mehrerer Trennsaulen 10, 
mehr als drei Auf f angs^ulenbatterien 7, 8 und 9 mit 

15 jeweils mehr als sechs Auf fangsaulen und mehr als 

drei Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 mit mehr als 
sechs Trennsaulen pro Batterie sind moglich. 

Im folgenden wird der Ablauf des erf indungsgemafien 
20 Verfahrens beispielhaft beschrieben. Substanz- 

gemischproben werden jeweils in einem Losungsmittel 
gelost und mit einem Adsorbenten versetzt. 
AnschlieJiend wird das Losungsmittel mittels eines 
Rotationsverdampfers entfernt, damit die mit 
25 Probenmaterial belegten Adsorbenten rieselfahige 

Eigenschaften erreichen. Die mit dem Substanzgemisch 
belegten Adsorbenten werden in die Auf gabesaulen 6.1 
bis 6.6 der Aufgabesaulenbatterie 6 verfullt und in 
die Aufgabesaulenbatterie 6 eingebaut. Die nun 
30 folgenden Programmablauf schritte werden uber eine 

Software gesteuert. 

Gemafl Fig. 1 wird die Trennsaule 10 equilibriert . 
Parallel dazu wird die Luft aus der 

6 
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Aufgabesaulenbatterie 6 entfernt. Ober die Pumpe 2.3, 
das 3-Wege-2-Positions-Ventil 5.7 und uber die 
6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.3 wird mit 
Wasser die Luft aus einer der trocken verfiillten 
5 Aufgabesaulen 6.1 bis 6.6 entfernt, die als nachstes 

injiziert werden soil. Gleichzeitig wird uber die 
Pumpe 2.1, die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.3 
die Trennsaule 10 mit einem geeigneten Laufmittel 
equilibriert . 

10 

In Fig. 2 ist das Auftrennen des Substanzgemisches in 
der erst en Trennstufe an der Trennsaule 10 und die 
anschlieflende Adsorption der Fraktionen in einer 
Trennlinie mit den Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 der 
15 Auf f angsaulenbatterie 7 dargestellt. 

Wenn die Luft aus einer der Aufgabesaulen 6.1 bis 6.6 
entfernt ist, wird das Trennprogramm gestartet. 
Zunachst werden die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.3 

20 und 3.5 geschaltet. Ober eine Niederdruck- 

ventileinheit 1 mit den Niederdruckventilen 1.1 bis 
1.3 konnen die Bestandteile der mobilen Phase mittels 
der Pumpeneinheit 2 in das System eingegeben werden. 
Ober das Niederdruckventil 1.1 der Pumpe 2.1 und die 

25 Pumpe 2.1 wird mobile Phase transportiert, wobei 

dieses . System sowohl isokratisch als auch mit 
einem Gradienten gefahren werden kann. Ober das 
6-Wege-2-Positions-Ventil 3.3 und die 7-Wege-6- 
Positions-Ventile 4.1/4.2 wird die mobile Phase von 

30 Pumpe 2.1 auf diejenige Aufgabesaule 6.1 bis 6.6 

geftthrt, von der Probenmaterial bearbeitet werden 
soil. Von einer der Aufgabesaulen 6.1 bis 6.6 wird 
die zu trennende Probe auf die Trennsaule 10 
Uberfuhrt. Die aus der Trennsaule 10 austretenden 
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getrennten Probekomponenten gelangen ttber ein 6-Wege- 
2-Positions-Ventil 3.4 und den Detektor 14.1 zu einem 
T-Stuck 17, wo iiber die Pumpe 2.2 und das 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.1 Wasser der mobilen Phase 

5 zugemischt wird. Die Menge des zugemischten Wassers 

richtet sich dabei nach der Polaritat der zu 
trennenden Substanzen. Die durch Wasser erhohte 
Polaritat der mobilen Phase ermoglicht nun die 
Adsorption auf den Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 der 

10 Auffangsaulenbatterie 7. Ober das 6-Wege-2-Positions- 

Ventil 3.5 wird zunachst auf die 

Auffangsaulenbatterie 7 adsorbiert. Dabei werden 
nacheinander die Auf f angsaulen 7.1 bis 7.6 mit 
Fraktionen belegt. 

15 

In Fig. 3 ist die Adsorption weiterer Fraktionen an 
den Auf f angsaulen 8.1 bis 8.6 der Auffang- 
saulenbatterie 8 dargestellt. Wenn alle Auf f angsaulen 
der Auffangsaulenbatterie 7 mit Fraktionen belegt 
20 sind, schalten die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.5 und 

3.6 die Auffangsaulenbatterie 8 in den Eluentenstrom. 
Nun werden nacheinander die Auf f angsaulen 8.1 bis 8.6 
mit Fraktionen belegt. 

25 In Fig. 4 ist die Adsorption von Fraktionen an die 

Auf f angsaulen 9.1 bis 9.6 der Auffangsaulenbatterie 9 
dargestellt. Wenn alle Auf f angsaulen 8.1 bis 8.6 der 
Auffangsaulenbatterie 8 mit Fraktionen belegt sind, 
schalten die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.6 und 3.7 

30 die Auffangsaulenbatterie 9 in den Eluentenstrom. Nun 

werden nacheinander die Auf f angsaulen 9.1 bis 9.6 mit 
Fraktionen belegt. In dem folgenden Ablauf schritt 
werden parallel die an den drei Auffang- 
saulenbatterien 7, 8 und 9 adsorbierten Fraktionen 
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eluiert und auf entsprechend 
Trennsaulenbatterien 11, 12 und 
aufgetrennt . 

5 Vor jeder Trennung werden die Trennsaulenbatterien 

11, 12 und 13 equilibriert. In Fig. 5 ist die 
Equilibrierung der Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 
dargestellt. Zur Equilibrierung wird mobile Phase 
Uber die Pumpe 2.1 das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3,1 

10 und 3.5 auf die Trennsaulen 11.1 bzw. 11.2 der 

Trennsaulenbatterie 11 gefUhrt. Von dort wird die 
mobile Phase Uber das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.4 
den Detektor 14.1 und einem Fraktionssammler 15.1 in 
den Abfall gefuhrt. Parallel dazu werden die 

15 Trennsaulen 12.1 und 12.2 der Trennsaulenbatterie 

uber die Pumpe 2.2 die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 
und 3.6 sowie einen Detektor 14.2 und 
Fraktionssammler 15.2 equilibriert . Ebenso werden 
dazu parallel die Trennsaulen 13.1 und 13.2 Uber die 

20 Pumpe 2.3 das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.7 und das 

3-Wege-2-Positions-Ventil 5.7 sowie einen Detektor 
14.3 und einen Fraktionssammler 15.3 equilibriert. 

In Fig. 6 ist die parallele Trennung der an den 
25 Auffangsaulenbatterien 7, 8 und 9 adsorbierten 

Fraktionen auf den Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 
dargestellt. Zur Einleitung des Trennschrittes wird 
mobile Phase Uber die Pumpe 2.1 der Pumpeneinheit 2 
und die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.5 auf 
30 die Auf fangsaulenbatterie 7 gefuhrt. Die erste 

eluierte Fraktion aus der Auf fangsaulenbatterie 7 (z. 
B. von Auffangsaule 7.1) wird uber das 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.5 zur Trennsaulenbatterie 11 
geleitet. Dort kann wahlweise softwaregesteuert eine 
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der Trennsaulen 11.1 oder 11.2 zugeschaltet werden. 
Die getrennten Komponenten werden dann anschliefiend 
uber die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.5 und 3.4 zum 
Detektor 14.1 geftihrt. Die Software in der 
5 elektronischen Steuereinheit wertet die Signale mit 

Hilfe von Peakerkennung aus und lenkt die getrennten 
Komponenten in die entsprechenden Vials des 
Fraktionssammlers 15.1. Gleichzeitig ist auch eine 
Zeitsteuerung des Fraktionssammlers 15.1 moglich. 
10 Diese Zeitsteuerung kann automatisch aktiviert 

werden, wenn kein Peak den Detektor passiert. 

Parallel dazu wird mobile Phase liber die Pumpe 2.2 
und die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1 und 3.6 zur 

15 Auf f angsaulenbatterie 8 gefordert. Die erste eluierte 

Fraktion aus der Auf f angsaulenbatterie 8 (z. B. von 
der Auffangsaule 8.1) wird uber das 6-Wege-2- 
Positions-Ventil 3.6 zur Trennsaulenbatterie 12 
geleitet. Dort kann wahlweise softwaregesteuert eine 

20 der Trennsaulen 12.1 oder 12.2 zugeschaltet werden. 

Die getrennten Komponenten werden zum Detektor 14.2 
geftihrt. Die Software wertet auch hier die Signale 
mit Hilfe von Peakerkennung aus und lenkt dann die 
getrennten Komponenten in die entsprechenden Vials 

25 des Fraktionssammlers 15.2. Auch dieser 

Fraktionssammler 15.2 kann zeitgesteuert werden. 
Diese Zeitsteuerung kann automatisch aktiviert 
werden, wenn kein Peak den Detektor passiert. 

30 Parallel zu den Ablaufen in zwei Trennlinien wird die 

dritte Trennlinie hinsichtlich der Einleitung des 
Trennungsschrittes aktiviert. Dazu wird die mobile 
Phase liber Pumpe 2.3 sowie das 3-Wege-2-Positions- 
Ventil 5.7 und das 6-Wege-2-Positions-Ventil 3.7 zur 
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Auf fangsaulenbatterie 9 gefordert. Die erste eluierte 
Fraktion aus der Auf fangsaulenbatterie 9 (z. B. von 
der Auffangsaule 9.1) wird Uber das Ventil 3.7 zur 
Trennsaulenbatterie 13 geleitet. Dort kann wahlweise 
5 softwaregesteuert eine der Trennsaulen 13.1 oder 13.2 

zugeschaltet werden. Die getrennten Komponenten 
werden zum Detektor 14.3 geftthrt. Die Steuerung des 
sich anschlieJienden Fraktionssammlers 15.3 erfolgt 
wie bereits beschrieben. Nachdem die jeweils ersten 

10 Fraktionen parallel bearbeitet worden sind, erfolgt 

zur Vorbereitung und der Trennung der nachsten 
Fraktionen erneut Equilibrierung der 

Trennsaulenbatterien 11, 12 und 13 (vgl. Fig. 5). 
AnschlieBend schalten die 7-Wege-6-Positions-Ventile 

15 4.3/4.4, 4.5/4.6 und 4.7/4.8 an den 

Auf fangsaulenbatterien 7, 8 und 9 weiter, so dafl nun 
die zweiten Fraktionen bearbeitet werden konnen, wie 
in Fig. 6 dargestellt. Diese Vorgange setzen sich 
solange fort bis alle Fraktionen bearbeitet worden 

20 sind. 

Fig. 7 stellt das Equilibrieren der Auf f angsaulen 7.1 
bis 7.6 der Auf fangsaulenbatterie 7 dar. In diesem 
Programmablaufschritt werden die Auf f angsaulen 7.1 

25 bis 7.6 mit Wasser gespult und so fur den nachsten 

Lauf vorbereitet. Dies erfolgt sequentiell tiber die 
Pumpe 2.2, die 6-Wege-2-Positions-Ventile 3.1, 3.5, 
3.6, 3.7 sowie die 7-Wege-6-Positions-Ventile 4.3/4.4 
der Auf fangsaulenbatterie 7. Das Equilibrieren der 

30 Auf fangsaulenbatterien 8 und 9 erfolgt analog. Die 6- 

Wege-2-Positions-Ventile 3.5 und 3.6 werden 
geschaltet und Uber die Pumpe 2.2 die 6-Wege-2- 
Positions-Ventile 3.1, 3.5, 3.6, 3.7 sowie die 7- 
Wege-6-Positionsventile 4.5/4.6 der Auffang- 
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saulenbatterie 8 erfolgt das Equilibrieren der 
Auffangsaulen 8.1 bis 8.6. Anschliefiend werden die 6- 
Wege-2-Positions-Ventile 3.6 und 3.7 geschaltet und 
uber die Pumpe 2.2 die 6-Wege-2-Positions-Ventile 
5 3.1, 3.5, 3.6, 3.7 sowie die 7-Wege-6- 

Positionsventile 4.7/4.8 der Auf fangsaulenbatterie 9 
erfolgt das Equilibrieren der Auffangsaulen 9.1 bis 
9.6. Nach diesem Programmablauf werden die 7-Wege-6- 
Positions-Ventile 4.1/4.2 der Auf gabebatterie 6 auf 
10 die nachste Aufgabesaule (z. B. 6.2) geschaltet und 

der gesamte Programmablauf beginnt von vorn. 
(Ablaufschritt 1: Equilibrieren der Trennsaule 10 und 
Entluften der Aufgabesaule 6.2, dargestellt in Fig. 1 
usw. ) 

15 

Nach Bearbeitung dieser zweiten Probe kann die 
folgende Aufgabesaule 6.3 in den Eluentenstrom 
geschaltet werden. Da bereits abgearbeitete 
Probeaufgabesaulen jederzeit durch neue ersetzt 
20 werden konnen, ist ein kontinuierlicher Betrieb mit 

einer unbegrenzten Anzahl von Proben moglich. 

Wahrend des ersten und zweiten Trennschrittes werden 
Uber die Detektoren 14.1, 14.2 und 14.3 

25 Chroma togramme, Retentionsdaten und Spektren 

gesammelt, direkt in einem Rechner verarbeitet und 
mit den Daten bekannter Substanzen verglichen. Somit 
lassen sich bereits online bekannte Substanzen 
identif izieren und aussortieren. Im Zweifelsfall 

30 konnen noch weitere Daten, die offline nach Trennung 

und Isolierung gewonnen werden, zur Identif ikation 
herangezogen werden. 
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5 3-Wege-2-Positions-Ventil 

5 . 1 3-Wege-2-Positions-Ventil 

5 . 2 3-Wege-2-Positions-Ventil 

5 . 3 3-Wege-2-Positions-Ventil 
5 5.4 3-Wege-2-Positions-Ventil 

5 . 5 3-Wege-2-Positions-Ventil 

5 . 6 3-Wege-2-Positions-Ventil 

5 . 7 3-Wege-2-Positions-Ventil 

6 Auf gabesSulenbatterie 
10 5.1 Auf gabesaule 

5.2 Auf gabesaule 

5.3 Auf gabesaule 

5.4 Auf gabesaule 

5.5 Auf gabesaule 
15 5.6 Auf gabesaule 

7 Auf fangsaulenbatterie 

7.1 Auffangsaule 

7 . 2 Auffangsaule 

7.3 Auffangsaule 
20 7.4 Auffangsaule 

7.5 Auffangsaule 

7.6 Auffangsaule 

8 Auf fangsaulenbatterie 
8.1 Auffangsaule 

25 8.2 Auffangsaule 

8.3 Auffangsaule 

8.4 Auffangsaule 

8.5 Auffangsaule 

8.6 Auffangsaule 

30 9 Auf fangsaulenbatterie 

9.1 Auf fangsaulen 

9.1 Auf fangsaulen 

9.2 Auf fangsaulen 

9.3 Auf fangsaulen 
35 9.4 Auf fangsaulen 
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WO 00/22429 W PCT/EP99/07542 



9.5 Auf fangsaulen 

9.6 Auf fangsaulen 

10 Trennsaule 

11 Trennsaulenbatterie 

11.1 Trennsaule 

11.2 Trennsaule 

12 Trennsaulenbatterie 

12.1 Trennsaule 

12.2 Trennsaule 

13 Trennsaulenbatterie 

13.1 Trennsaule 

13.2 Trennsaule 

14 Detektoren 

14.1 Detektor 

14.2 Detektor 

14.3 Detektor 

15 Fraktionssammler 

15.1 Fraktionssammler 

15.2 Fraktionssammler 

15.3 Fraktionssammler 

16 Abfall 

16.1 Abfall 

16.2 Abfall 

17 T-Sttick 
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WO 00/22429 




PCT/EP99/07542 



Paten tanspruche 

5 1. Verfahren zur schnellen flttssig- 

chromatographischen Trennung und Identif izierung 
von Substanzen 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

Substanzgemische in einer sof twaregesteuerten 
10 schnellen f lussigchromatographischen Zweistufen- 

trennung in der ersten Stufe vorgetrennt und in 
der zweiten Stufe die vorgetrennten und in 
Auf fangsaulen abgelegten Fraktionen in mindestens 
zwei Trennlinien parallel fein aufgetrennt, die 
15 fein auf getrennten Fraktionen parallel 

identifiziert und parallel isoliert werden. 



2. Verfahren nach Anspruch 1, 
20 dadurch gekennzeichnet/ dafi 

in der ersten Trennstufe die Vortrennung von 
Substanzgemischen nacheinander und in der zweiten 
Stufe die Feintrennung nacheinander und/oder 
parallel erfolgt. 

25 

3. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

mindestens ein Detektor (14.1) sowohl nach der 
30 ersten Trennstufe als auch nach der zweiten 

Trennstufe genutzt wird. 



4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, 
35 dadurch gekennzeichnet, dafi 

die in den Trennlinien auf getrennten und 
isolierten Substanzen einer weiteren Reinigungs- 
prozedur insbesondere einer adsorptiven Reinigung 
unterzogen werden. 

16 
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ft 



WO 00/22429 



PCT/EP99/07542 



5. Vorrichtung zur schnellen f lussigchromatischen 
Trennung und Identif ikation von Substanzen 
bestehend aus mehreren Trenn- und Auf f angsaulen 
sowie Aufgabesystemen Detektoren- und 
Fraktionssammler, deren Zusammenwirken uber eine 
zentrale Steuereinheit steuerbar ist, 

dadurch gekennzeichnet, daJJ 

mindestens einer Trennsaule (10) mehrere parallele 
f lussigchromatographische Trennlinien, bestehend 
aus je einer Kombination von Trennsaulenbatterien 
(11, 12, 13) mit Auf fangsaulenbatterien (7, 8, 9), 
Detektoreinheiten (14) und Fraktioniersammler- 
einheiten (15), nachgeordnet sind, dafl eine 
Pumpeneinheit (2) bestehend aus drei Pumpen (2.1, 
2.2, 2.3) zur Forderung der mobilen Phase sowohl 
mit der Trennsaule (10) als auch mit den 
Trennlinien funktionell verbunden ist und daft 
softwaremafiig schaltbare Mehrwegeventile zwischen 
den einzelnen Funktionseinheiten angeordnet sind. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, dafl 

vor jeder Trennlinie je ein Mehrwegeventil (3.5, 
3.6, 3.7) angeordnet ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi 

den Trennlinien nachgeschaltet weitere Auffang- 
saulen angeordnet sind. 
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iwnrmwATinxiAT in> i>i7r , xii?i>r r ixirTtfiii4 r Dir , WT 

U\ X EJtlN A 1 ivy IN ALt&K KJLU£ULKl<IltUN oEKltn 1 


)nte» onate* Aktenzeichen 

PCT/EP 99/07542 


A. KLASSIFI2ERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N30/46 B01D15/08 




Nach der tnternationaien PatentWassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Kiassifikation und der IPK 




B. BECHERCHIEHTE GEBIETE 


Recherchierter Mindestprufstoff (Klasaifikattonssystem und KlassifikeUonssymbota ) 

IPK 7 G01N B01D 



Recherchierte aber nicht rum Mlndestprulstoft ge ho rend a Verfitfentllchungen. eoweit dlese unterdie recherchterten Gebiete faDen 



Wahrend dor intemationaien Recherche konsuttierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTL1CH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 



Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erfordertich untor Artgabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO 98 13118 A (GUMM HOLGER ; ANA LYT ICON AG 
BI0TECHN0L0GIE P (DE); MUELLER KUHRT LU) 
2. April 1998 (1998-04-02) 
Abblldung 1 

US 5 198 115 A (STALLING DAVID L ET AL) 

30. Mrz 1993 (1993-03-30) 

Spalte 1, Zelle 7-21 

Spalte 14, Zeile 14 -Spalte 17, Zelle 23 

US 5 670 054 A (KIBBEY CHRISTOPHER EDMUND 
ET AL) 23. September 1997 (1997-09-23) 
das ganze Dokument 



1-7 



1-7 



1,5 



□ 



Weitera Ver&ffentllchungen sind dar Fortsatzung von Feld C zu 
antnehmen 



ID 



S»e he An hang Patantfamilla 



0 Basondara Kategorian von angegebanan VerfiffantHchungen 
"A" Verdffentlfchung, die den afigameinen Stand der Technik definiert, 
abar nicht als basondars bedeutaam anzusehen isl 

"E" aJteres Dokument, das jadoch erst am Oder nach dam intemationaien 
AnmeWedatum veriJtfentlichl word en 1st 

V Verdffentlfchung. die geetgnet tst, einen Pnoritataartspruch zwetfelhaft ar- 
scheinen zu lassen, Oder durch dla das Verdffentlichungsdatum einar 
anderen im Recherchenbericht genanntan Var6ffenttichung belegt warden 
60(1 odar die a us einem anderen besonderen Grund angegaban ist (wia 
ausgefuhrt) 

"O a Verdffentlichung, die sich auf aina mundliche Offenbarung, 

eina Benutzung, aina Ausstellung odar andara Maflnahmen bezteht 
"P" Veroffentlichung, die vor dam intemationaien Anmeldedatum, aber nach 
dam beanspruchten Priotltatsdatum verdfferttticht worden 1st 



T" Spatsne Verorfentlichung, dia nach dam intarnatlonaJen Anmeldedatum 
odar dam Prioritatsdatum verdffentlicht worden isl und mit der 
Anmetdung nicht koHidiert, sondem nur zum Veratandnts des der 
Erftndung zugrundeliegenden Prinzjpa odor der ihr zugrundeliegenden 
Theorte angegaban Isf 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die bean&pruchte Erflndung 
kann allein auf grund dieser Veroffentlichung nicht ate nau Oder auf 
erf Inderischer Tatigkert beruhend betrachtet warden 

"Y" Ver6ffentl tehung von besonderer Bedeutung; die baanspruchte Erfindung 
kann nicht aJs auf erfinderi&cher Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn die Veroffentlichung mit einar Oder mehreren anderen 
Verttflentllchungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
dlese Verbindung fur einen Fachrmann naheliegend 1st 

"a* Verorfentlichung, die Mitgtied deraelben PatentfamiJie isl 



Datum des AbscMussaa der intemationaien Recherche 

31. Januar 2000 


Absendedatum des intemationaien Recherche nberichta 

07/02/2000 


Name und Postanschrtft dar IntarnatlonaJen Reeherchenbeh&rde 
EuropAlscrws PaterH&rrt P.B. 5818 Patentiaan2 
NL - 2280 HV Rllswtjk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo m. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


BavoilmachtJgter Badian&tetar 

MOller, T 



FwrnMUt PCT/ISA/21 0 (BUI 2) (JUM 992) 



EK594319063US 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu Verdffantlichiingon, die zur setbon Patantfamltle gehflren 



Ints onatas Aktenzeictien 

PCT/EP 99/07542 



lm Rectierchenbericht 
angefOhrtes Patentdokument 



Datum der 
VerOffenaictiung 



Mitglied(er) der 
Patentlamilie 



Datum der 
VerOffenttictiung 



WO 9813118 



US 5198115 



02-04-1998 



30-03-1993 



DE 19641210 A 
OE 29617376 U 
EP 0946236 A 

KEINE 



02-04-1998 
21-11-1996 
06-10-1999 



US 5670054 



23-09-1997 



AU 
W0 



2601597 A 
9738303 A 



29-10-1997 
16-10-1997 



FomnWtO PCT/lSA/210(Anhartg PatonffamBto)(Jufl 1092) 



EK594319063US 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZEiSA 
^^UF DEM GEBIET DES PATEIUM 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artlkei 18 sowle Regeln 43 und 44 PCT) 



gAMMENARBEn* 
SENS 



P46597PCHJU 


WEfTERES slehe MtteHung uber die Ubermfttiung des Intematkmaien 

Rechercherfcerichts (FormWatt PCT/ISA/220) sowle, soweft 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


PCT/EP 99/07542 


Internationales AnmekJedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

08/10/1999 


(FrOhestes) Prtortfitadatum (TagMtonat/Jahr) 

08/10/1998 


ANALYTICON AG B I OTEC HNOLOG I E-PHARMAZ I E et al . 



Dleser Internationale Recherchenbericht wurde von der Irrtematlonalen Recherchenbehdrde erstelt und wfrd dem Anmelder gemaB 
ArtlkBl 18 uberrrtfttefc. Elne Kople wtrd dem IntemationaJen BQro ubermfttert 



Dleaer Internationale Recherchenbericht umfaBt tnsgesamt 2 



.Blatter. 



[T| DarQber hfaiaus Qegt Ihm JeweBs elne Kople der In cfleeem Berlcht genannten Unterlagen zum Stand der Techrdk beL 



1. Qrundlage dM Bench** 

a Hlnstehtfich der Sprache 1st o3e krtemationaJe Recherche auf der Grundlage der IntemationaJen ArnneUung In der Sprache 
durchgefuhrt worden, In der 8le elngerelcht wurde, sofem unter cflesem Punkt nfchte anderee angegeben 1st 

0 9 te ln !? mat,ona,e Recherche 1st auf der GrurKflage elner bel der Behorde elr^erelchten Oberaetzung der IntemationaJen 
Anmeldung (Regel 2a 1 b)) durchgefOhrt worden. 

b. Hlnslchtilch der In der IntemationaJen AnmeWung offenbarten Nuctootid- uncVodsr Amirrcsiureaequanz 1st die Internationale 
Recherche auf der GrurKflage dee Sequenzprotokolls durchgefOhrt worden, das 
I"! ^d&r IntemationaJen Anmeldung In Schrlfflcher Form errtftaften 1st 

1 I zusammen mil der IntemationaJen Anmeldung In ccmputeriesbarer Form elngerelcht worden 1st 
f"l bel der Behorde nachtragBch In schrtftilcher Form elngerelcht worden tet 

I I bel der Behorde nachtragBch In computerleebarer Form elngerelcht worden 1st 

□ Die ErWarung, daB das nachtragBch elngeretehte schrtftBche Sequenzprotokoll nlcht uber den OffenbanjngsgehaJI der 
tntemationalen Anmeldung fam AnmekjezeKpunkt hlnausgeht, wurde vorgelegt 

□ DleErWarung, daB die In corrtputerteabarer Form erfaBten Inlbrmationen dem schrftflchen Sequenzprotokol entsprechen, 
wurde vorgelegt 

2. Q D a stiiumto AnsprOche habsn sich als nicht rochsrcWrbar srwisaan (slehe Feld I), 
a Q Mangelnda Einheitlicnksit der Erfindung (slehe FekJ If). 

4. Hbialchtflch der Bamchnung der Erfindung 

PH wind der vom Anmelder elngereJchte Wortiaut genehmfgt 
f~| wurde der Wortiaut von der Behorde wle folgt festgesetzt 



& Hlnslchtilch der Zusammenfassung 

|Y| wkd der vom Anmelder elngerelchte Wortiaut genehrnJgt 

wurde der Wortiaut nach Regel 3&2b) In der fen Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt Der 
I Anmelder karm der Behorde Innerhab efciee Monats nach dem Datum der Absendung dieses kitemationalen 

Rechercberfcerichta etae Stelungnahme vorlegea 

a Folgende AbbBdung der Zetehnungan 1st m* der Zusammerrfassung zu verdfferrtichen: Abb. Nr. ] 

PH wle vom Anmelder vorgeschlagen Q kelne der Abb. 

fl well der Anmelder sebst kelne AbWIdung vorgeschlagen hat 
PI well dlese AbbSdung die Erfindung besser kennzelchnet 



Forrnbiatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Jul! 1998) 




# 



«■« ■ tea m.mmr%. m ■ W • 



A. KLA88H0ERUNQ DES A 

IPK 7 G01N30/46 



NwSlsV: 

5 BO] 



3QEQEN8T ANDES 

1D15/08 



4 



t CT/EP 99/07542 



Nach der tntemaflonalen PatentHassMcaflon (IPK) oder nach der naUonalen Ktessfflkatton ukJ der IPK 



& RECHERCMERTE QEBtETE 



Recherchterter MrKfeetprQfstoff (WassfflkatJonssystem wd tOassfflkatfonsavmbde ) 

IPK 7 G01N B01D 



RechercNerteaberilcttzLinMr^ 



W&hrend der tntemationaten Recherche koneuHerte dektronJsche Datenbank (Name der Datenbank und evD. verwendete Suchbegrffle) 



C AL8 WESENTUCH ANQE8EHENE UNTERLAQEN 



Kategorie 0 Bezelchnung der VerMfenllchung, eowett erforderfteh inter Angabe der h Betracht kommenden Tele 



Betr. Anepruch Nr. 



WO 98 13118 A (GUMM HOLGER ;ANALYTICON AG 
BIOTECHNOLOGIE P (DE); MUELLER KUHRT LU) 
2. April 1998 (1998-04-02) 
Abblldung 1 

US 5 198 115 A (STALLING DAVID L ET AL) 
30. Marz 1993 (1993-03-30) 
Spalte 1, Zelle 7-21 

Spalte 14, Zelle 14 -Spalte 17, Zelle 23 

US 5 670 054 A (KIBBEY CHRISTOPHER EDMUND 
ET AL) 23. September 1997 (1997-09-23) 
das ganze Dokument 



1-7 



1-7 



1,5 



Wertere Verdffentkrungen efnd der Fotteeteung von FeJd C zu 
entrtehmen 



ID 



Stehe Anhang Patentfamle 



° Beeondere Kategorien von angegebenen Veroflertttchcngen 
\ a Vetoffentflchuna de den allgemelnen Stand der Technic defHert, 
abernlcht ats besondera bedeuteam anzusehen 1st 

°E B alteree Dokunent, das Jedoch erst am oder nach dem IntematlonaJen 
Anmeldedatum veroffertlkht worden 1st 

V Veioffertllchung, de gee»oj>et 1st, elnen Prtoittateanspruch zweffetrafl er- 
scheten zu tessen, oder durch de das Ver6ffen11lchungsdati*n etaer 
anderen Im Recherchenbetlcht genannten Veroffenfllchung belegt werden 
sol oder de aue etoem anderen beeonderen Qrund angegeben 1st (wte 
ausgefuhrt) 

"O" Verofferrtlchur^dteelch Offenbarung, 

e*r» Benutzung, elne Ausstellung oder andere MaBnahmen beater* 

"P" Verofferdtehung, de vor dem Wemaflonalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspiuchten Prioitt fitedat um veroffentlcht worden 1st 



T Spfitere Veroffenllcbung, de nach dem intemalfonalen Anmeldedatum 
oder dem Prtorttatsdatum veroffentlcht worden 1st und mlt der 
Ar«T>ekJur^r^kolklert sondernrturzwn VerstflnoWs dee der 
EriMj^agw«tependen Prlnzlps Oder der Ihr zugrtrcieOegenden 

"X" Verttfenfflcrang von beeonderer Bedeutung; de beanspruchte Erflndung 
karm aUetn aufgrund deser Verofferflfchung nfcht ate neu oder auf 
erfWertacher T&tlgjceft beruhend betrachtet werden 

"Y" Veiofleitf Ichung von beeonderer Bedeutung; de beanspruchte Erflndung 
karm nfcht ats auf erfkideitacherTatlgkett beruhend betrachtet 
wefdeaweiTideVefOffertlchungr* 

VefOfferttchungen deser Kategofle In VerbWung gebracht wtrd und 
dese VerUndung fur etien Fachmann nahelegendTst 

Verftffenfilchung, de Mttfted derset>en Patentfamlle 1st 



Datum des AbscNusses der tTtemationaJen Recheiche 



31. Januar 2000 



Absendedatum des IrtemaBcnalen RechercheiibeikJite 



07/02/2000 



Name und Postansohim der Internatlonalen Reorteichenbehocde 
EuropeJsches Patentamt, P.a 5818 Patenfean 2 
NL-2280HVRJsw9c 
Tel. (+31-70) 340-4044 Tx. 31 861 epo nl, 
Fax: (431-70) 340-3018 



Bevoumachflgter Bedensteter 



MOller, T 



fdmtm PC17I8A/210 (EUtt 2) {MM 1002) 



^MlDfonnabon on patent family members 



inwrnaoortai Mppucaxion no 

"PCT/EP 99/07542 



Patent document 
cfted k\ search report 


Pi4>Bcatlon 
date 


Patent famffy 
members) 


PiMcaUon 1 
dat 


NU 701*3110 


A 

n 


02-04-1998 


DE 19641210 A 
DE 29617376 U 
EP 0946236 A 


02-04-1998 
21-11-1996 
06-10-1999 


US 5198115 


A 


30-03-1993 


NONE 




US 5670054 


A 


23-09-1997 


AU 2601597 A 
WO 9738303 A 


29-10-1997 
16-10-1997 



FonnPCT/reA^10(paHnltaiiiy«¥wx)(Aiy1902) 



VERTRAG U 



R DIE INTERNATIONALE ZMAMMENAftBEtf AUF DEM , 



3MAI 

IT^SI 



RECD o 7 FEB 2001 



WIPO 



PCT 



GEBIET DES PATENTWSENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) "TV? 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
P46597PC-GU 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/07542 


Internationales Anmeldedatum (T ag/Monat/Jahr) 
08/10/1999 


Prioritatsdatum (T ag/Monat/T ag) 
08/10/1998 


Internationale Patentklassifikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
GO 1N 30/46 


Anmelder 

SEPIATEC GmbH et al. 



1 . Dieser internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuBerdem fiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 
I Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


111 


□ 


IV 


□ 


V 


(3 


VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 
08/05/2000 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

2 9. 01. OJ 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/ml D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter >£&***&s. 
Muller, T (( ^ }) 

Tel. Nr. +49 89 2399 2285 ^£^2-^ 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckbtatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONAL^* 

PRUFUNGSBERICHT 




ORLAUFIGER 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07542 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.): 
Beschreibung, Seiten: 

1 -1 5 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-7 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/7-7/7 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07542 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-7 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-7 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-7 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Juli 1998) 



Internationa™ vorlaufiger 
prufungsbericht - beiblatt 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/07542 



Es wircl auf die folgenclen Dokumente verwiesen: 

D1: WO-A-9813118 
D2: US-A-5198115 

Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung nach Regel 66.2(a)(ii) hinsichtlich der Neuheit, der 
erfinderischen Tatigkeit und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und 
Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Technisches Gebiet: 

Die Anmeldung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur schnellen 
flussigchromatographischen Trennung von Substanzgemischen und zur Identifizierung 
von Substanzen, insbesondere bei der Isolation von pharmazeutisch aktiven Stoffen 
und bei Naturstoffextrakten. 

Problem: 

Der Anmeldung liegt das Problem zugrunde, ein schnelleres Verfahren und eine 
entsprechende Vorrichtung zu schaffen, wobei ein erster Wirkungstest von Substanzen 
entfallen kann. 

Losung: 

Die Aufgabe wird durch eine softwaregesteuerte Zweistufentrennung gernaG 
Anspruchen 1 und 5 gelost. 

Neuheit: 

D1 offenbart eine Vorrichtung und ein Verfahren zur schnellen 
flussigchromatographischen Trennung von Substanzen (Seite 4, Zeilen 6-15). 

Die zu trennende Mischung wird in eine Aufgabesaule 1 verfullt. Mehrere Trennlinien, 
bestehend aus Trennsaulen, Auffangsaulen und Fraktioniersammeleinheiten, Pumpen 
und Mehrwegeventile werden so geschaltet, daB gleichzeitig auf Fraktioniersaulen 
fraktioniert wird und auch Fraktioniersaulen gespult werden (Seite 8, Zeile 4 - 8). 

Daher ist der Gegenstand der Anspruche 1-7 nicht neu gegenuber dem aus D1 
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bekannten Stand der Technik. 

D2 offenbart ebenfalls ein System, in dem eine Probe in einer groBen Anzahl von 
parallelen Trennprozesssen getrennt wird (Spalte 1, Zeile 7-21; Spalte 14, Zeile 14 - 
Spalte 17, Zeile 23). Daher ist der Gegenstand der Anspruche 1-7 auch nicht neu 
gegenuber D2. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
P46597PC-Gu 


___ _ io _, u _ d a^vi/vw ^ ee Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION p rdiminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PC17EP99/07542 


08 October 1999 (08.10.99) 


08 October 1998 (08.10.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




G01N 30/46, B01D 15/08 






Applicant 


SEPIATEC GMBH 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



□ This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



. sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 

08 May 2000 (08.05.00) 


Date of completion of this report 

29 January 2001 (29.01.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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I. Basis of the report 



1 This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

the international application as originally filed. 

1-15 9 as originally filed, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the description, pages 
pages 
pages 
pages 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-7 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig , 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/7-7/7 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| | the claims, Nos. 

| | the drawings, sheets/fig 



I — I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
3 * I — I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Form PCT/IPEA/409 (Box 1) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 
PCT/EP 99/07542 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-7 



1-7 



1-7 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

This report makes reference to the following documents: 

Dl WO-A-98 13 118 
D2 US-A-51 98115. 

Technical field 

The application relates to a method and a device for rapid 
fluid chromatography separation of substance mixtures and 
for identification of substances, in particular when 
pharmaceutically active substances are isolated and for 
natural substance extracts. 



Problem 

The invention addresses the problem of creating a more 
rapid method and a corresponding device, a first activity 
test of substances not being required. 

Solution 

The problem is solved by software-controlled two-stage 
separation according to Claims 1 and 5. 



Novelty 

Dl discloses a device and a method for rapid fluid 
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chromatography separation of substances (page 4, lines 6- 
15) . 

The mixture to be separated is filled into a feed column 
1. A plurality of separation lines comprising separation 
columns, collection columns and fractionating and 
collecting units, pumps and multi-way valves are connected 
in such a manner that at the same time there is 
fractionation on fractionating columns and fractionating 
columns are also rinsed (page 8, lines 4-8) . 

Consequently, the subject matter of Claims 1-7 is not 
novel over the prior art known from Dl . 

D2 also discloses a system in which a sample is separated 
in a large number of parallel separation processes (column 
1, lines 7-21; column 14, line 14 to column 17, line 23). 
Consequently, the subject matter of Claims 1 to 7 is also 
not novel over D2 . 
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International application No. 
PCT/EP99/07542 


Applicant's or agent 1 s file reference 

P46597PC-Gu 


International filing date (day/month/year) 
08 October 1999 (08.10.99) 


Priority date (day/month/year) 
08 October 1998 (08.10.98) 


Applicant 

MULLER-KUHRT, Lutz et al 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X| in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

08 May 2000 (08.05.00) 



| | in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X| was 

| | was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The International Bureau of WIPO 


Authorized officer 


34, chemin des Colombettes 


Nestor Santesso 
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Tegeler Weg 33 
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State of Nationality 
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State of Residence 
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Name and Address 
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3. Further observations, if necessary: 
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